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Реферат До недавнего времени биокаталитические методы получения энантиомеров первичных аминов были 
основаны исключительно на стереоселективном ацильном переносе в органической среде при использовании 
активированных ацильных доноров. На примере реакции конденсации фенилуксусной кислоты и рацемата 
α-фенилэтиламина, катализируемой пенициллинацилазой, впервые показана возможность проведения эффек-
тивного и энантиоселективного ферментативного ацилирования амина в водной среде без использования акти-
вированных ацильных доноров. Прямая конденсация кислоты и амина протекает в мягких условиях с высокой 
начальной скоростью (3.3 ммоль/(л·ч)), степенью конверсии (80 % по активному энантиомеру амина) и энантио-
селективностью (энантиомерный избыток продукта более 95 %). Описанный подход лишен недостатков реакций 
в безводных средах и представляет практическую ценность для биокаталитического получения энантиомерно 
чистых соединений в мягких условиях из доступных реагентов. 
Ключевые слова стереоселективное ферментативное ацилирование в водной среде, прямая конденсация, энан-
тиомерно чистые соединения, пенициллинацилаза.

Введение
Благодаря таким уникальным каталитическим свойствам 
ферментов, как  хемо-, регио- и  стереоспецифичность, 
биокаталитические процессы приобретают существен-
ные преимущества по сравнению с процессами традици-
онного органического синтеза. Особенно ярко достоинства 
ферментных технологий проявляются при получении по-
лифункциональных и энантиомерно чистых соединений. 
Главным образом с внедрением биокаталитических техно-
логий эксперты связывают дальнейшее развитие мирового 
рынка энантиомерно чистых соединений [1], среднегодовой 
прирост которого в последнее десятилетие составил более 
13 % [2]. Особый интерес представляют методы получения 
энантиомерно чистых аминов, являющихся важными хи-
ральными синтонами для фармацевтической промышлен-
ности и агрохимии [3].

На данный момент большинство биокаталитических про-
мышленных процессов основано на реакциях гидролиза 
амидов и сложных эфиров, хотя реакции синтеза зачастую 
представляют больший практический интерес [4]. Сложив-
шаяся ситуация обусловлена тем, что в водной среде, наи-
более благоприятной для масштабных биокаталитических 
процессов, равновесие реакции сдвинуто в сторону гидро-
лиза. Для смещения равновесия в сторону образования 
амидной и эфирной связи в литературе были предложены 

подходы, связанные с проведением реакций в среде орга-
нических растворителей [5]. Долгое время ферментативные 
превращения в органических средах казались наиболее пер-
спективными для проведения реакций синтеза [6–9]. По этой 
причине основное внимание было направлено на использова-
ние ферментов, стабильных в органических растворителях. 
Вплоть до недавнего времени возможность ферментативно-
го ацилирования аминов была показана лишь в безводных 
органических средах при использовании липаз как катали-
заторов ацильного переноса на амины от активированных 
ацильных доноров [10–12]. Хотя применение липаз мож-
но считать весьма успешным, использование биокатализа 
в безводных средах осложнено рядом обстоятельств, среди 
которых следует отметить низкую активность ферментов 
[13], а также необходимость в сокращении использования 
экологически опасных органических растворителей, кото-
рые вносят основной вклад в образование отходов фарма-
цевтической промышленности [14]. 

Критический анализ исследований в области стереосе-
лективных биокаталитических трансформаций свидетель-
ствует о том, что при надлежащей оптимизации фермента-
тивные реакции синтеза с использованием воды в качестве 
растворителя могут быть значительно эффективнее, чем 
представлялось ранее. Одним из показательных примеров 
является высокоэффективное и стереоселективное ацили-
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рование аминов методом активированного ацильного пере-
носа, катализируемого пенициллинацилазой в 100 %-ной 
водной среде [15]. Этот пример стал возможным благодаря 
уникальным каталитическим свойствам фермента пени-
циллинацилазы из Alcaligenes faecalis [16], а именно его 
высокой каталитической активности и стабильности в ще-
лочной среде (pH около 10), представляющей собой опти-
мальные условия ацилирования высокоосновных аминов.

В данном сообщении представлены первые результаты 
по эффективному и стереоселективному ферментативно-
му ацилированию аминов в водной среде методом прямой 
конденсации амина и карбоновой кислоты, используемой 
в качестве ацильного донора. Практический интерес к раз-
работке эффективного метода разделения энантиомеров 
α-фенилэтиламина обусловлен их использованием в каче-
стве вспомогательных хиральных реагентов при получении 
энантиомеров различных классов химических соединений 
[17, 18]. 

Экспериментальная часть
Реагенты. В  работе использовали фенилацетилхлорид 
(Sigma, США); фенилуксусную кислоту (Aldrich Che-
mie, ФРГ); (R)- и (S)-α-фенилэтиламин (Fluka, Швейца-
рия); фенилметилсульфонилфторид, додецилсульфат 
натрия (Merck, ФРГ); ацетонитрил («Криохром», Россия); 
N-фенилацетильные производные α-фенилэтиламина 
синтезированы, как  описано ранее [15]; препарат ПА 
из  Alcaligenes faecalis был предоставлен компанией 
ООО «Инновации и высокие технологии МГУ» (Россия). 
Концентрацию активных центров пенициллинацилазы 
определяли согласно [16].
ВЭЖХ анализ. Концентрацию компонентов реакционной 
смеси, а также энантиомерную чистоту продукта синтеза, 
N-фенилацетил-(R)-α-фенилэтиламина, определяли ме-
тодом высокоэффективной жидкостной хроматографии 
при использовании хроматографической системы Perkin El-
mer Series 200 (Perkin Elmer, США), как описано ранее [15].
Ферментативную реакцию прямой конденсации фени-
луксусной кислоты и (±)-α-фенилэтиламина проводили 
из эквимолярной смеси реагентов (0.2 М) при перемеши-
вании в термостатируемой ячейке pH-стата (Titrino 718, 
Metrohm, Швейцария) при pH 7.5, 15 оС; концентрация пе-
нициллинацилазы составляла 12 мкM. Продукт синтеза, 
N-фенилацетил-(R)-фенилэтиламин, выпадал в осадок 
по ходу реакции. Аликвоты (50 μl) гетерогенной реакцион-
ной среды добавляли к 1.95 мл подвижной фазы для пол-
ного растворения компонентов, а также остановки реакции 
и после разбавления элюентом подвергали традиционному 
и хиральному ВЭЖХ анализу. Ферментативную реакцию 
проводили до достижения равновесия, пока концентрации 
компонентов в системе не достигали практически постоян-
ных значений. Затем реакционную смесь отфильтровыва-
ли через стеклянный фильтр, продукт синтеза промывали 
водой, перекристаллизовывали из водного этанола и вы-
сушивали в эксикаторе над хлоридом кальция. Выход 0.145 
г, (38 %); e.e. 95 %; температура плавления 117–118 °C; 1H 
ЯМР (250 MГц, CDCl3): 1.29 (д, 3H, CH3), 3.47 (с, 2H, CH2), 
5.01 (м, 1H, CH), 5.49 (д,1H, NH), 7.04–7.29 (м, 10H, Ph). MS 
m/z: 239 (M), 120 (PhCH2CH(NH)CH3), 105 (PhCCH3), 91 
(PhCH2), 77 (Ph), 65.

Результаты и обсуждение
Стереоселективное ацилирование является важнейшей ста-
дией разделения рацематов аминов, и применение фермен-
тов как катализаторов этого процесса представляется весьма 
перспективным. Следует отметить, однако, что первичные 
амины являются высокоосновными соединениями, и усло-
вия их эффективного ацилирования могут быть достигнуты 
лишь в щелочной водной среде (pH около 10) или в безводной 
органической среде, где большинство ферментов малоактив-
ны и нестабильны. Наряду с этим при проведении фермента-
тивных реакций в органических растворителях приходится 
использовать активированные ацильные доноры, которые 
способны спонтанно и нестереоизбирательно ацилировать 
реакционноспособные аминогруппы, что снижает энантио-
мерную чистоту продукта [3, 9]. Вышеперечисленные не-
достатки, как нам представляется, можно обойти при про-
ведении ферментативных реакций ацилирования аминов 
в водной среде методом прямой конденсации карбоновой 
кислоты и амина. В данном случае благоприятные с термо-
динамической точки зрения условия протекания конденса-
ции достигаются практически в нейтральной реакционной 
среде (при pH 6–8), где большинство ферментов являются 
высокоактивными и стабильными. В этих условиях оба ис-
ходных субстрата хорошо растворимы и стабильны, что по-
зволяет создать высококонцентрированные растворы компо-
нентов и обеспечить выгодные термодинамические условия 
для  ферментативного ацилирования амина. Движущей 
силой реакции, обеспечивающей высокую производитель-
ность процесса, является смещение равновесия в сторону 
синтеза за счет выпадения в осадок малорастворимого в воде 
целевого продукта. Следует отметить, что при проведении 
прямой конденсации не требуется активация ацильного до-
нора, что упрощает и удешевляет процесс ферментативного 
ацилирования амина. Широкая субстратная специфичность 
и стереоселективность пенициллинацилаз по отношению 
к N-ацилированным производным аминосоединений [16, 19, 
20] дает надежду на то, что ферментативное ацилирование 
аминов методом прямой конденсации с использованием фер-
ментов этого семейства может быть эффективным.

Действительно,  уже первые опыты показали, 
что  конденсация фенилуксусной кислоты и  рацемата 
α-фенилэтиламина, катализируемая пенициллинацила-
зой в водной среде, протекает весьма эффективно, началь-
ная скорость составляет 3.3 ммоль/(л·ч). Буквально через 
несколько минут после начала реакции целевой продукт 
синтеза (N-фенилацетил-(R)-фенилэтиламин) начинает 
выпадать в осадок. Синтез протекает достаточно быстро 
вплоть до достижения степени превращения 30–35 % от ис-
ходных концентраций реагентов (рис. 1, А). Затем реакция 
конденсации замедляется, что, по-видимому, обусловлено 
достижением состояния термодинамического равновесия. 
Об этом свидетельствует контрольный эксперимент, пока-
завший, что к этому моменту инактивации фермента не на-
блюдается и пенициллинацилаза практически полностью 
сохраняет свою каталитическую активность. 

Анализ энантиомерной чистоты целевого продукта 
на разных степенях конверсии показал (рис. 1, Б) высокую 
стереоселективность ацилирования. Энантиомерный из-
быток целевого продукта составил 98 и 96 % при степени 
конверсии 30 и 40 %, соответственно. По завершении реак-
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ции целевой продукт, N-фенилацетил-(R)-фенилэтиламин, 
в виде осадка легко выделяется из реакционной смеси. Вы-
ход N-фенилацетил-(R)-фенилэтиламина по активному 
энантиомеру амина составил 80 %, энантиомерный избыток 
был равен 95 %.

Описанный метод ацилирования амина лишен недостат-
ков ферментативных реакций, проводимых в среде орга-
нических растворителей, и представляет практическую 
ценность для биокаталитического получения энантиомерно 
чистых соединений в мягких условиях из доступных реаген-
тов. Для выяснения перспектив препаративного использо-
вания данного метода необходимо его сравнение с методом 
ферментативного ацилирования аминов в водной среде с ис-
пользованием активированных ацильных доноров, пред-
ложенных ранее [15]. Каждый подход имеет свои сильные 
и слабые стороны. При использовании активированных 
ацильных доноров достигается высокая скорость и глуби-
на ацилирования, а также энантиомерная чистота целевого 
продукта. Однако при этом необходимо использовать бо-
лее дорогостоящие ацильные доноры и проводить процесс 
в щелочной среде, где фермент является менее стабильным. 
Принципиальным достоинством метода прямой конденсации 
является возможность использования дешевых ацильных 

доноров и проведения реакции в более мягких условиях, где 
большинство ферментов, в т.ч. и все представители семей-
ства пенициллинацилаз, являются более активными и ста-
бильными. Эти аргументы могут стать решающими в пользу 
применения метода прямой конденсации при препаратив-
ном разделении рацематов широкого круга аминов.

Представленные результаты являются лишь первым 
наблюдением, и условия проведения ферментативного аци-
лирования аминов путем прямой конденсации нуждаются 
в оптимизации. Можно ожидать, что стереоселективное 
ацилирование аминосоединений методом прямой конден-
сации станет важной составной частью интегрального био-
каталитического метода получения энантиомеров амино-
соединений [21]. В дальнейшем предполагается детально 
исследовать влияние различных факторов на положение 
равновесия, а также кинетические закономерности реак-
ций стереоселективного ацилирования различных аминов 
методом прямой конденсации, катализируемого пеницил-
линацилазой в водной среде.

Выводы
Впервые показана возможность проведения эффектив-
ного и энантиоселективного ферментативного ацилирова-
ния первичных аминов в водной среде без использования 
активированных ацильных доноров. Прямая конденсация 
под действием пенициллинацилазы протекает эффектив-
но, целевой продукт высокой энантиомерной чистоты лег-
ко выделяется из реакционной смеси с хорошим выходом. 
Разработанный подход может быть использован для пре-
паративного биокаталитического получения энантиомерно 
чистых аминов в мягких условиях при использовании до-
ступных субстратов и биокатализатора. 

Работа поддержана Российским фондом 
фундаментальных исследований (грант № 07-08-00696).
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Рис. 1. Синтез энантиомерно чистого N-фенилацетил-(R)-
фенилэтиламина методом стереоселективной прямой конденсации 
фенилуксусной кислоты и рацемата (±)-α-фенилэтиламина в водной 
среде, катализируемой пенициллинацилазой из Alcaligenes faecalis: 
(А) – интегральная кинетика образования продукта синтеза, (Б) – 
энантиомерный избыток целевого продукта при разных степенях 
конверсии. Условия описаны в экспериментальной части
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