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МИКРОБИОЛОГИЧЕСКАЯ  TPА HСФОР MАЦИЯ  ПРОИЗВОДНЫХ  
ПИПЕРИДЕИНА  И  ПИРИДИНА  

При  микробиологической  трансформации  1  -метил -2- (N-феммлкарбамоилок -
симетил )  пиперидеина -3 растущей  культурой  гриба  С . verticillata ВКПМ  F-430 пол -
учен  оптически  активный  2- (4 -гмдроксифеммлкарбамомлоксиметнл ) гтиперидеяя - 3. 
Трансформация  2- (2-феиилзтил ) пмридива  метано  кисляющей  культурой  
Methylococcus в  зависимости  от  условий  пров eдения  процесса  протекает  путем  как  

гидроксипирования  боковой  цепи , так  и  превращения  субстрата  в  N-oк cид . 

B последние  годы  внимание  синтетиков  и  фармакологов  привлекают  
производные  пиридина  и  пиперидина , содержащие  в  гетерокольце  и (или ) в  
боковой  цепи  гидроксильны  е  группы  [1-31.  Ранее  было  показано , что  
некоторые  культуры  мицелиальных  грибов  способны  гидроксилировать  
гетероциклические  атомы  углерода  производных  пиперидина  [4],  пипериде - 
ина  [5],  ряда  бициклических  производных  пиперидина  [6,  7],  a также  атомы  
углерода  боковой  цепи  алкилпиридинов  [8]. 

Объектами  исследования  служили  некоторые  пгглммгт  бактерий  и  мицели -
альньх  грибов , полученные  из  коллекций  микроорганизмов  России  и  США . 

При  исследовании  возможности  микробиологического  оки cления  фенил - 
уретана  —  1  -метнл -2- (N-февилкарбамоилоксиметнл ) липеридеина -3  (I) 
штаммами  грибов : C. verticillata ВКПМ  F-430, B. bassiana ВКМ  F-31 1  1Д , B. 
bassiaп a АТСС  7159, A. niger ВКМ  F-1119, A. niger КМ -11, A. niger NRRL 
3228, F. culmorum, F. solaп i, F. sporotrichiela var. poal, F. moniliforma, F. 
microcera var. orthoconium, F. oxysporum, F. kuhnü, F. heterosporium и  F. 
арегасеит  var. не rЬагит  было  установлено , что  все  штаммы  грибов  Веаииег iа  
bassiaп a и  Aspergillus niger оказались  неактивиъции  по  отношению  к  этому  
субстрату . Все  грибы  из  рода  Fusarium осуществляли  лить  гидролиз  
карбамоильной  группы  и  в  инкубационной  смеси , по  данным  хромато -масс -
спектрометрси , присутствовал  только  исходный  субстрат  I и  метил -2-гидро -
ксиметилпиперидеин -3 (Iп  . И  только  при  трансформации  данного  субстрата  
штаммом  Cunninghamella verticillata ВКПМ  F-430 из  реакционной  смеси  c 
выходом  50%о  удалось  выд eлить  оптич ecки  активный  продукт  трансформации , 
которому  на  основании  анализа  его  спектральных  данных  была  п pипи caна  
структура  2-(4-гид poк cиф eнилк apб aм oил oк cим eтил ) ниперидесна -3 (П I) (схема  1). 
B его  ИК  спектре  появились  две  новые  (по  сравнению  co спектром  
соединения  I) широкие  полосы  поглощения  в  области  3680...3280 см  , 
соответствующие  валентным  колебаниям  связанной  водородной  связью  и  
свободной  гидроксильной  группы . B масс -спектре  этого  соединения  
наблюдался  пик  молекулярного  иона  c массой  262 (на  16 единиц  больше , чем  
y исходного  соединения  I), что  указывало  на  присутствие  в  составе  продукта  
реакции  III еще  одного  атома  кислорода . Анализ  процессов  распада  
молекулярного  иона  подтвердил  предположение  o присутствии  атома  
кислорода  в  бензольной  части  молекулы  (см . схему  1). 

Действительно , наличие  в  масс -спектре  интенсивных  пиков  ионов * 96 и  
109, характерных  и  для  масс -спектра  исходного  уретана  I, доказывало  

* Здесь  и  далее  для  пиков  ионов  даны  величины  т / г . 
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отсутствие  изменений  в  строении  пиперидеиновой  части  молекулы . 
Напротив , если  для  масс -спектра  соединения  I было  характерно  наличие  
интенсивного  пика  иона  фенилизоцианата  (119), то  в  масс -спектре  
соединения  III пик  этого  иона  отсутствовал , но  появился  пик  иона  135. 

B спектре  ПМР  соединения  III помимо  трехпротонного  синглета  
метильной  группы  в  положении  1 (2,15) , дублета  двух  протонов  группы  
СНг —O (4,2) и  мультиплета  пяти  алициклических  протонов  гетероцикла  в  
положениях  2, 5 и  6 наблюдались  два  однопротонных  мультиплета  при  5,3 и  
6,2 м . д ., свидетельствующих  o сохранении  кратной  связи . Та  же  картина  
спектра  ПМР  была  характерна  и  для  соединения  I, однако  характер  сигналов  
в  области  более  слабых  полей  в  спектре  соединения  III различался . Вместо  
мультиплета  пяти  протонов  (соединение  I) наблюдались  два  двухпротонных  
дублета  при  6,75 и  7,15 м . д ., что  указывало  на  пара -замещение . Кроме  того , 
помимо  умиренного  сигнала  протона  группы  N—H (7,2) появился  
аналогичный  сигнал  при  7,4 м . д ., который  модно  объяснить  наличием  
фенольного  гид pоксила . Аналогичный  процесс  гидроксилирования  карбамо -
ильной  части  молекулы  был  отмечен  ранее  {9].  

Замена  фенилкарбамоильной  группы  на  ац eтильную  исключила  
возможность  гидроксилирования  боковой . цепи . Однако  все  использованные  
культуры  не  трансформировали  2-ацетоксиметил -l-метилпиперидеин -3 
(IV), за  исключением  C. verticillata ВКПМ  F-430, которая  в  незначительной  
степени  осуществляла  гидратацию  этого  субстрата  (схема  2) , поскольку  при  
хромато -масс -спектр aльном  анализе  хлороформенного  экстракта  получен - 
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ной  культуральной  жидкости  на  хроматограмме  помимо  пика  исходного  
неизмененного  субстрата  (время  удерживания  8'45", мол . масса  169) 
присутствовал  пик  соединения  V (11'28"), площадь  которого  составляла  
1 / 10 площади  пика  соединения  IV. 

ОН 	 Схема  2 

B масс -спектре  соёдинения  V помимо  пика  молекулярного  иона  (187) 
наблюдались  пики  ионов  1 70 (М -ОН ) и  169 (М -Н 20) , что  указывало  на  
гидратацию  субстрата  при  трансформации . Присутствие  в  спектре  пика  иона  
114 доказывало , что  гидроксигруппа  находится  в  гетерокольце . На  схеме  2 
представлены  процессы  образования  этих  и  ряда  других  наиболее  важных  
для  установления  структуры  ионов , что  позволяет  c большой  долей  
вероятности  подтвердить  строение  полученного  соединения . 

K сожалению , выделить  соединение  V в  индивидуальном  виде  нам  не  
удалось . Наблюдавшег oся  ранее  образования  продуктов  дигидроксилирова -
ния  кратной  связи  производных  пиперидеина  [5 ] культурой  C. verticillata 
ВКПМ  F-430 в  случае  соединений  I и  IV не  зафиксировано . 

Ранее  мы  показали , что  культуры  грибов  Beauveria bassiana АТСС  71 59, 
Aspergillus terreus и  Penicillum pusillum способны  c разной  степенью  
селективн oсти  гидроксилировать  «бензильное » положение  изомерных  2- и  
3-этилпиридинов  [10],  тогда  как  клетки  Nocardia, Arthrobacter и  ряда  других  
микроорг aнизмов  в  условиях  соокисления  превращают  3-метилпиридин  
сразу  в  никотиновую  кислоту  [11].   

В  поисках  культур  микроорганизмов , способных  селективно  гидроксили -
ровать  положение  2 (по  отношению  к  пиридиновому  циклу ) этильного  
фрагмента  2- (2-фенилэтил ) пиридина  (VI), мы  изучили  трансформацию  
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этого  соединения  смешанной  метанокисляющей  культурой  Methylococcus, 
известной  своей  высокой  гидроксилир yющей  способностью  в  отношении  
углеводородов  [12]. Процесс  осуществляли  в  двух  вариантах : A — 
суспензией  неразмножающихся  клеток , Б  — растущей  культурой  в  условиях  
соокисления . 

B первом  случае  из  культуральной  жидкости  методом  препаративной  
ТСХ  (Rf 0,25) c выходом  40% было  выделено  одно  вещество , которому  на  
основании  анализа  его  спектральных  данных  была  приписана  структура  
2- (2 -гидрокси -2-фенилэтил ) пиридияа  (VII) (схема  3). 
Схема  3  
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Во  втором  случае  также  методом  ТСХ  из  хлороформенного  экстракта  
культуральной  жидкости  были  выделены  примерно  c равными  выходами  
(около  5 %) соединения  VII (Rf0,25) и  VIII (Rf0,6). B ИК  спектре  первого  
из  них  присутствовала  широкая  полоса  поглощения  в  области  3150...3500 
см  • характерная  для  связанной  водородной  связью  гидроксильной  группы , 
тогда  как  в  таком  же  спектре  второго  соединения  эта  полоса  отсутствовала , 
но  присутствовал  интенсивный  пик  при  1250 см  1 , что  позволяло  
предположить  наличие  N-оксидной  группировки  [13].  B масс -спектрах  обоих  
соединений  наблюдались  пики  молекулярных  ионов  c одинаковым  массовым  
числом  199, однако  характеры  их  распадов  резко  различались . B случае  
соединения  VII молекулярный  ион  эффективно  элиминировал  гидроксил , 
фепильную  группу  (схема  3) или  же  претерпевал  расщепление  по  связи  
С —С  c миграцией  атома  водорода  и  образованием  ионов  c 106 и  93. Для  
процесса  диссоциативной  ионизации  соединения  VIII (схема  3) наиболее  
специфичной  была  потеря  его  высокостабильным  молекулярньпи  ионом  
атомарного  кислорода  или  же  одного  или  двух  атомов  водорода . B случае  
соединения  VIII процесс  является  характерным  для  N-oк cид oв  азинов , тогда  
как  для  случая  c соединением  VII известно , что  подобные  процессы  
неоднократно  отмечались  ранее  при  фрагментации  молекулярных  ионов  
2-apил - и  арилалкилпиридинов  [13]. Хромато -масс -спектральный  анализ  
того  же  хлороформенного  экстракта  показал  наличие  в  нем  помимо  
исходного  субстрата  VI  (t  = 6'25"), спирта  VII (15'07"), N-o к cид a VIII 
(12' 43") и  стильбазола  IX (9' 39") c соотношением  площадей  хроматографи -
ческих  пиков  29 : 9 : 8 : 1 соответственно . Полученные  масс -спектры  
соединений  VII и  VIII совпадали  c описанными  выше , a масс -спектры  
соединений  VI и  IХ  были  идентичны  опубликованным  в  литературе  [13,14].   

Таким  образом , процессы  микробиологического  гидроксилирования  
пиперидеинов -3, a также  арилалкилпиридинов  очень  чувствительны  как  к  
наличию  новых  заместителей  в  молекуле , так  и  к  условиям  культивирования  
микроорганизмов . 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ  ЧАСТЬ  

Штаммы  грибов  Aspergillus niger ВКМ  F-1119, Beauveria baniа nа  ВКМ  Е -31 11д  были  получе -

ны  из  Всероссийской  коллекции  микроорганизмов  ИБФМ  А H РФ , a штаммы  (unninghamella 

verticillata ВКПМ  F-430 и  Rhizopus огугае  ВКПМ  F-431 — из  Всероссийской  коллекции  промьпп -

ленньх  микроорганизмов  ВНИИГенетики , дна  штамма  грибов  Aspergillus niger КМ -11 и  

Penicillium simplicissimum КМ -16 — из  коллекции  микроорганизмов  кафедры  микробиологии  

биологического  факультета  МГУ , девять  видов  гриба  рода  Fusarium (F. culmorum, F. solani, F 
sporotrichiela var. poal, F. moniliforma, F. microcera var. orthoconium, F. oxysporam, F kulzni, F 
heterosporium и  F. averaceum var. herbarum) были  предоставлены  кафедрой  инзппис  растений  

биологического  факультета  МГУ . Штамм  Aspergillus niger NRRL 3228 был  получен  из  коллекции  

Северных  региональных  исследовательских  лабораторий  США , гриб  Beauveria bassiana АТСС  

7159 — из  Американской  коллекции  типовых  культур . Биомасса  смешанной  культуры  метано -

кислиющих  бакт eрий  из  рода  Methylococcus была  получена  из  ВНИИ  биосинтеза  белковых  веществ  

(ВНИИ  ББВ ) России . 

Субстраты  для  трансформации :  1  -метил -2- (N-фенилкарбаноилокснметнл ) пнперидеин -3 (I)  
и  2-ацетоксиметил -l-метилпиперидеин - З  (IV) синтезированы  на  химическом  факультете  МГУ , 

2- (2-фенилэтил ) пиридии  (VI) был  любезно  предоставлен  нам  профессором  Л . Д . Смирновым . 

УФ  спектры  измерены  на  спектрофотометре  Сагу  219 (Varian) в  этаноле . Спектры  ПМР  
зарегистрированы  на  приборе  Bs-467(Тев lа ), рабочая  частота  60 МГц , в  ДМСО -Д 6, внутренний  

стандарт  ТМС . Масс -спектры  получены  на  масс -спектрометрах  МХ -1321 А  и  M-25 (Cratos) при  

энергии  ионизации  70 эВ  с  вводом  вещества  н  ионный  источник  или  через  хроматограф . Удельное  

вращение  измеряли  на  спектрополяриметре  Perkin-Elmer 141 . Хроматог pафическое  разделение  
продуктов  трансформации  осуще cтвляли  на  пластинках  Kieselgel 60-F 254 (Merck; 0,25 мм ) н  
системах  растворителей : петролейньич  эфи p—этилацетат ,  1:  1  (Ni);  гексан —этилацетат —эта -

нол ,  10: 10:  2 (N2). 
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1-Meтил -2-(N-фенилкарбамоилоксиметил )пиперидеик -3 (I) получают  в  смеси  c его  О 4-

изомером  взаимодействием  фенилизоцианата  co смесью  1-м eтил -2-гидроксиметилгдлперидеи -

нов -3 и  -4 и  выделяют  в  индивидуальном  виде  (масло ) методом  высокоэффективной  колоночной  

флеш -хроматографин  на  силикагеле , элюируя  системой  растворителей  Ni.  Rf 0,37. ИК  спектр : 

1730 (С =О ), 3200, 3330 см  1  (N-H). Спектр  Г IМР : 2,10 (2H, м , 5-СНг ); 2,38 ( ЗН , c, N- СНз ); 

2,67 (2H, м , 6-СН 2); 2,80 (1 Н , м , 2-СН ); 3,57 (2Н , д , 2'-СН 2); 5,52 (1 Н , м , 4-СН ); 5,89 (1 Н , д . д , 

3-СН ); 6,75...7,25 м . д . (5Н , м , СбН 5)• При  анализе  методом  В 3)КХ  (прибор  Милихром , УФ  

детектор , длина  волны  220 им ) время  удержинания  1'  45".  Масс -спектр  (I, %) :  246(1), 119(34), 

 109(12), 96(100), 94(10), 93(13), 77(4), 66(3), 65(5). 

Все  ис cледов aнные  штаммы  мицелиальикпс  грибов  поддерживают  на  твердой  среде  следую -

щего  состава  (г /л ) i глюкоза  10,0; кукурузикый  экстракт  20,0; aгар  20,0; вода  водопроводная , рН  

среды  5,0. 

Для  выращивания  грибов  и  проведения  реакции - трансформации  используют  жидкую  среду  

следующего  состава  (г /л ): глюкоза  20,0; кукурузный  экстракт  10,0; пептон  5,о ; КН 2Р 04 5,0; мода  

водоп pоводная ; рН  5,0. Культуры  микроскопиче cки x грибов  ихкубируют  на  aгаризованной  среде  

10...14 сут  (до  обильного  спороношения ) при  28 °С . Затем  делают  смыв  c поверхности  среды , 

добавляя  5 мл  cтерильной  водопроводной  моды , и  инокулят  переносят  в  колбы  объемом  750 мл , 

содержащие  по  100 мл  жидкой  среды . 

Грибы  выращивают  в  течение  24 ч  на  круговой  качалке  (200...220 об /мин ) при  28 °С  и  

полученную  биомассу  используют  в  качестве  посевного  материала , который  вносят  в  среду  в  

количестве  5% (объемны ). Далее  микроскопические  грибы  выращивают  также  на  круговой  

качалке  в  течение  96 ч  в  колбах  объемом  750 мл  co 100 мл  среды , внося  через  24 ч  трансформиру -

емый  субстрат  300 мг /л  (ра cтворенный  в  3 мл  этанола ) . Плотность  сырой  биомассы  клеток  состав -

ляет  30,0.. .33,0  г /л . 

При  трансформации  неразмножаюпициися  клетками  Methylococcus биомассу , полученную  

из  ВНИИИ  ББВ , ресуспендируют  в  1000 мл  фосфатного  буфера  (0,01 моль /л , рК  7,0) . Плотность  

сырой  биомассы  клеток  в  буфере  около  30 г /л . K cyспензии  клеток  в  буфере  добавляют  трансфор -

мируемьпй  субстрат  в  концентрации  50 мг /л , после  чего  реакционн yю  смесь  иинубируют  на  

качалке  в  течение  24...28 ч  при  40 °С  в  колбах  на  750 мл  (100 мл  смеси  в  каждой  колбе ) . 

Трансформацию  бактериями  из  рода  Methylococcus в  условиях  соокисления  осуществляют  н  

7 колбах  объемом  750 мл , для  проведения  процесса  трасформации  используют  600 мл  фосфатног o 

буфера  (0,01 моль /л , рН  7,2), к  которому  доб aвляют  живые  клетки  (полученные  из  ВНИИ  ББВ ) 

из  расчета  30_..35 мг /л  и  420 мг  субстрата  (60 иг  растворенные  в  2 мл  спирта , в  каждую  колбу ) 

Через  колбы  c р eaкционной  смесью  в  течение  20...25 c пропускают  ток  магистрального  газа , после  

чего  их  герметично  закрывают  пробками  и  встряхивают  на  круговой  качалке  24 ч  при  37...39 ° С . 

По  оконч aнии  процесса  трансформации  клетки  бактерий  отделяют  центрифугированием , a 

биомассу  грибов  отфильтровьпзают  через  бумажный  фильтр  на  воронке  Бюхнера . Фильтраты  

подщелачивают  до  рН  7,5, экстрагируют  горячим  хлороформом  н  течение  30 ч  (в  экстракторах  для  

тяжелых  жидкостей ), эк cтракты  упаривают  досуха  н  вакууме , растворяют  в  0,5 мл  метанола  и  

анализируют  методом  ГХ -МС  или  ТСХ  c последующим  выделением  продуктов  трансформации  

хроматог pафическими  методами . 

При  трансформации  50 иг  1-метил -2-(N- фенилкарбамоилоксиметил ) пиперидеин -3 (П  
штаммом  Fusariun выделяют  25 мг  масла  (Rf 0,37), при  хромато -масс -спектр aльном  анализе  

которого  на  хроматограмме  обнаружено  только  два  пика  (соотношение  площадей  1:  3). Первьпч  

из  них  соответствует  соединению  П  ( нуд  = 3'27"), масс -спектр : 127(55) М  ', 126(22)(М -Н ), 

109(18)(М -Н 20), 96(100)( М -СН 2ОН ), 94(17)(М -СН 2ОН -Нг ), 84(М - С 2Н 5N),  66(12)  (М -

Н 20-С 2Н 5N). Второе  соединение  ( нуд  11'27")  - исходный  субстрат  I (масс -спектр  см . выше ) . 

После  трансформации  100 мг  соединения  I штаммом  C. verticillata ВКПМ  F-430 при  хрома -

тографическом  разделении  полученного  экстракта  (система  Ni)  выделяют  два  соединения : исход -

ный  субстрат  I (Rf 0,37) в  количестве  34 и  53 мг  (50%о ) соединения  Ш  в  виде  масла  (Rf  0,28) 

 (ИК , ПМР  и  масс -спектры  приведены  выше ), [а ]D20  (-) 6,50° (c 1, В 5; этанол ). 

При  трансформации  50 иг  соединения  VI неразмножающимися  клетками  культуры  

Methylococcus из  хлороформенного  экстракта  хроматографически  (система  N2) выделяют  20 мг  

(37%) соединения  УП  в  виде  масла  (Rf  0,25),  УФ  спектр  (метанол ): ) так  216, 262 им  (цlК  и  

масс -спектры  см . выше). - - 
При  трансформации  420 иг  соединения  VI тем  же  штаммом , нов  условиях  соокисления  из  

органического  экстракта  получают  230 мг  масла , из  которого  методом  ТСХ  (система  N2) были  

654 



выделены  дна  продукта  трансформации : 20 мг  вещества  Уц  (Rp 0,25; ,Qmax 216 и  262 ни ) и  18 иг  
вещества  VII (Rf 0,6; Л .тах  257 и  268 нм ). Данные  ИК , масс - и  хромато -масс -спектрометрин  

приведены  выше . 

Приносим  глубокую  благодарность  профессору  P. Фурстоссу  ( Универси -
тет  Медитеррани , факультет  науки  Пумини , Франция ) за  ценные  советы  
и  замечания , сделанные  в  процессе  написания  этой  работы . 

Работа  выполнена  при  финансовой  поддержке  РФФИ  ( проект  
N2 97-03-33177а ). 
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