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Исследовано влияние концентрации ацетофенона
(от 0.25 до 5.5 г/л) на выход (R)�(+)�1�фенилэтано�
ла, образующегося в ходе его восстановления био�
массой P. vulgaris. Установлено, что увеличение на�
чальной концентрации ацетофенона с 0.25 до 1.25
г/л приводит к увеличению выхода (росту концент�
рации) (R)�(+)�1�фенилэтанола до 0.52 г/л, при
этом его оптическая чистота составляет 70–75 % ee.
При увеличении концентрации субстрата от 1.5 г/л
до 2.75 г/л, концентрация образующегося спирта
достигает максимальной величины и составляет
0.55–0.6 г/л при оптической чистоте 74–78 % ее. Уве�
личение начальной концентрации субстрата до 5.5 г/
л, соответствующей максимальной его растворимос�
ти, приводит к снижению выхода целевого продукта.

Ключевые слова: биовосстановление; биокатали�
затор; вторичные спирты; (R)�(+)�1�фенилэтанол;
ферменты; энантиоселективность; энантиоселек�
тивный биокатализ.

The effect of acetophenone concentration (from 0.25
to 5.5 g/l) on the yield of (R)�(+)�1�phenylethanol
formed during its reduction by P. vulgaris biomass was
studied. It was found that an increase in the initial
concentration of acetophenone from 0.25 to 1.25 g/l
leads to an increase in the yield (increase in
concentration) of (R)�(+)�1�phenylethanol to 0.52 g/l,
while its optical purity is 70–75 % ee. With an increase in
the concentration of the substrate from 1.5  to 2.75 g/l,
the concentration of the resulting alcohol reaches a
maximum value and is 0.55–0.6 g/l (74–78 % ee). An
increase in the initial concentration of the substrate to
5.5 g/l, corresponding to the maximum solubility of
the substrate, leads to a decrease in the yield of the
product.

Key words: biocatalyst; bioreduction; (R)�(+)�1�
phenylethanol; enantioselective biocatalysis;
enantioselectivity; enzymes; secondary alcohols.

Оптически активные спирты являются пре�
курсорами многих практически важных биологи�
чески активных соединений. Так, например, R� и
S�энантиомеры ароматических спиртов являются
предшественниками низкомолекулярных биоре�
гуляторов и используются в синтезе ценных фарма�
цевтических субстанций 1–5. Энантиоселективное
восстановление прохиральных карбонильных со�
единений, катализируемое оксидоредуктазами кле�
точных культур, представляет собой перспектив�
ный и соответствующий принципам «зеленой» хи�
мии метод синтеза оптически активных спиртов 6.

В большинстве случаев при использовании
клеток растений для восстановления прохираль�
ных кетонов образуются S�энантиомеры вторич�
ных спиртов 3–6.

Ранее с целью поиска новых эффективных
R�оксидоредуктаз нами была исследована воз�
можность биовосстановления модельного прохи�
рального субстрата (ацетофенона) культурами се�
мейства Fabaceae. Было установлено, что энантио�
селективное восстановление ацетофенона клетка�
ми Phaseolus vulgaris в течение 72 ч при
температуре 23–27 оС и концентрации субстрата
10 ммоль/л приводит к (R)�(+)�1�фенилэтанолу с
выходом 88% и оптической чистотой 69% ее 7.
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Скорость биовосстановления, энантиоселек�
тивность, выход целевых продуктов зависят от ус�
ловий проведения реакции (температуры, рН,
концентрации субстрата, катализатора и др.). Из�
вестно, что биокатализ осуществляется через об�
разование фермент�субстратных комплексов. В
избытке субстрата количество каталитических
центров, способных образовывать фермент�суб�
стратный комплекс, определяется концентрацией
фермента. При фиксированной концентрации
фермента (количестве катализатора) с увеличени�
ем концентрации субстрата происходит насыще�
ние фермента, скорость реакции приближается к
максимально возможной.

Кроме того, увеличение концентрации суб�
страта может приводить к снижению степени пре�
вращения, что связано с его токсичностью. Со�
гласно работе 8 по восстановлению ацетофенона
дрожжевыми клетками, степень биокатализируе�
мой трансформации резко снижается, когда концен�
трация субстрата превышает 27 ммоль/л. Токсич�
ность субстрата при этом подтверждается снижени�
ем относительной активности дрожжевых клеток
при концентрации ацетофенона свыше 30 ммоль/л.

При трансформациях, катализируемых рас�
тительными клетками Daucus carota (концентра�
ция субстрата 20 ммоль/л), удается достичь дос�
таточно высоких степеней превращения субстра�
та, однако, при дальнейшем увеличении концент�
рации ацетофенона конверсия снижается 9.

В ряде работ при изучении влияния началь�
ной концентрации субстрата на биовосстановле�
ние ацетофенона исследовались семена различ�
ных растений (Ligustrum lucidum, Phaseolus aureus

L., Lens culinaris, Glycine max, Ximenia americana) и
оценивалась оптимальная концентрация субстра�
та (ацетофенона) 10–14.

Таким образом, определение соотношения
количества катализатора, обладающего опреде�
ленной удельной активностью, и количества суб�
страта для создания препаративного энантиосе�
лективного синтеза является актуальной задачей.

В связи с этим в данном исследовании нами
было изучено влияние концентрации ацетофено�
на на выход целевого R�(+)�1�фенилэтанола в
ходе его биотрансформации цельными клетками
P. vulgaris. Биовосстановление осуществляли при
комнатной температуре (23–27 оС), варьируя кон�
центрации субстрата в интервале от 0.25 до 5.5 г/л
(от 2 до 45.68 ммоль/л):

 O OH

P. vulgaris

Ацетофенон (R)-1-фенилэтанол

Установлено, что восстановление ацетофе�
нона при продолжительности трансформации бо�
лее 48 ч приводит к увеличению выхода, но сниже�
нию оптической чистоты продукта, что, по�види�
мому, связано со стереоинверсией R�энантиомера
в исходный кетон с последующим его восстанов�
лением в спирт S�конфигурации или протеканием
побочной реакции, обусловленной контаминаци�
ей посторонней микрофлорой (табл.1). Поэтому

Таблица 1
Динамика образования (R)�(+)�1�фенилэтанола и изменения его оптической чистоты
в ходе биокаталитического восстановления ацетофенона клетками Phaseolus vulgaris

Концентрация продукта, г/л / Оптическая чистота, %  ее 
Конц-я  субстрата, г /л 

            Время реакции, ч 0.25 0.5 0.75 1 1.25 1.5 1.75 2 2.25 2.5 2.75 

24 0.22/ 
74 

0.35/ 
72 

0.47/ 
74 

0.45/ 
74 

0.52/ 
70 

0.55/ 
78 

0.63/ 
74 

0.53/ 
79 

0.53/ 
77 

0.61/ 
76 

0.52/ 
77 

48 0.23/ 
57 

0.47/ 
58 

0.68/ 
64 

0.83/ 
70 

0.9/ 
69 

1.08/ 
76 

1.1/ 
71 

0.96/ 
74 

0.99/ 
69 

1.14/ 
68 

1.18/ 
65 

72 0.23/ 
32 

0.42/ 
55 

0.69/ 
60 

0.94/ 
68 

1.1/ 
66 

1.27/ 
64 

1.41/ 
64 

1.25/ 
71 

1.2/ 
66 

1.33/ 
62 

1.54/ 
63 

144 0.22/ 
16 

0.45/ 
26 

0.72/ 
30 

0.94/ 
25 

1.15/ 
33 

1.29/ 
42 

1.51/ 
36 

1.71/ 
45 

1.73/ 
39 

1.94/ 
39 

1.61/ 
46 

Концентрация продукта, г/л / Оптическая чистота, % ее 
Конц-я  субстрата, г /л 

           Время реакции, ч 3 3.25 3.5 3.75 4 4.25 4.5 4.75 5 5.25 5.5 

24 0.39/ 
77 

0.4/ 
73 

0.4/ 
76 

0.46/ 
77 

0.43/ 
80 

0.45/ 
75 

0.39/ 
79 

0.44/ 
79 

0.41/ 
78 

0.32/ 
76 

0.33/ 
70 

48 0.9/ 
74 

0.75/ 
74 

0.8/ 
75 

0.84/ 
77 

0.87/ 
80 

0.8/ 
78 

0.74/ 
80 

0.76/ 
81 

0.78/ 
80 

0.64/ 
78 

0.43/ 
65 

72 1.35/ 
63 

1.14/ 
67 

1.14/ 
65 

1.17/ 
65 

1.34/ 
70 

1.22/ 
75 

1.14/ 
80 

1.09/ 
82 

0.94/ 
76 

0.81/ 
73 

0.62/ 
58 

144 1.46/ 
42 

1.45/ 
46 

1.57/ 
46 

1.43/ 
50 

1.65/ 
50 

1.66/ 
46 

1.52/ 
54 

1.37/ 
52 

1.42/ 
59 

1.2/ 
51 

1.06/ 
52 

T = 23–27 оС, растворитель – вода (70 мл), биомасса – P. vulgaris (15 г)
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целесообразным является исследование влияния
концентрации субстрата на выход и оптическую чи�
стоту продукта в течение 24 ч биотрансформации.

Увеличение начальной концентрации ацето�
фенона с 0.25 до 1.25 г/л (2.07–10.38 ммоль/л)
приводит к увеличению выхода (росту концентра�
ции) (R)�(+)�1�фенилэтанола до 0.52 г/л, при
этом оптическая чистота составляет 70–75 % ee.

При увеличении концентрации субстрата до
1.5 г/л (12.46 ммоль/л) и дальнейшем увеличении
до 2.75 г/л (22.84 ммоль/л), концентрация образу�
ющегося спирта достигает максимальной величи�
ны 0.55–0.6 г/л (74–78 % ее). Увеличение началь�
ной концентрации субстрата до 5.5 г/л (45.68
ммоль/л), соответствующей максимальной ра�
створимости субстрата, приводит к снижению вы�
хода целевого продукта.

Установлено, что в ходе дальнейшей биотранс�
формации субстрата (48–144 ч) наблюдается суще�
ственное снижение его оптической чистоты.

Таким образом, полученные результаты по�
казывают, что достаточно высокие выходы и опти�
ческая чистота (R)�(+)�(1)�фенилэтанола дости�
гаются уже в течение 24 ч при концентрации суб�
страта (ацетофенона) 0.25–1.25 г/л (2.07–10.38
ммоль/л). При более высоких начальных концен�
трациях субстрата (1.5–2.75 г/л (14.53–16.61
ммоль/л)) наблюдается максимальный выход
(R)�(+)�1�фенилэтанола.

За ходом протекания реакции следили хро�
матографически. Строение (R)�(+)�1�фенилэта�
нола подтверждали с помощью методов ЯМР 1H и
13С�спектроскопии, хромато�масc�спектрометрии
и поляриметрии.

Экспериментальная часть

Спектры ЯМР 1Н и ЯМР 13С записаны на
спектрометре Bruker АМ�300 (300.13 МГц (1Н),
75.47 МГц (13C)), в качестве внутреннего стандар�
та использовали ТМС. Спектры ЯМР 13С записа�

ны в режиме полного подавления по протонам, в
режиме JMOD.

Масс�спектральный анализ проводили на хро�
мато�масс�спектрометре GCMS�QP2010S Shimadzu
(электронная ионизация при 70 эВ) с использовани�
ем капиллярной колонки HP�1MS (30 м × 0.25 мм ×
0.25 мкм), температура испарителя 280 оC, темпе�
ратура ионизационной камеры 200 оC. Анализ
проводили в режиме программирования темпера�
туры от 100 до 280 оC со скоростью 20 оC/мин, газ�
носитель – гелий (объем потока – 1.1 мл/мин).

Хроматографический анализ проводили на
аппаратно�программном комплексе на базе газо�
вого хроматографа «Хроматэк�Кристалл�5000.2»
с пламенно�ионизационным детектором. Использо�
вали энантиоселективную колонку Astec
CHIRALDEXTM B�PM (30 м × 0.25 мм × 0.12 мкм).

Поляриметрический анализ осуществляли на
автоматическом поляриметре АА�55 Optical
Activity Limited (стандартная длина волны 589 нм).

Получение (R)@(+)@1@фенилэтанола. Ацето�
фенон (0.25–5.5 г/л) и биокатализатор на основе
клеток P. vulgaris (15 г) вносили в колбу с 70 мл
воды. Реакционную смесь помещали в орбиталь�
ный шейкер (150 об./ мин) и перемешивали при
температуре 23–27 оС. По достижении необходи�
мой конверсии суспензию (1 мл) отбирали из ре�
акционной среды, фильтровали, биомассу промы�
вали три раза водой. Фильтраты экстрагировали
этилацетатом (3×5 мл). Объединенные вытяжки
сушили над безводным MgSO4. Степень конвер�
сии субстрата определяли методом газожидкост�
ной хроматографии.

1@Фенилэтанол. Спектр ЯМР 1H (CDCl3), δ,
м. д.: 1.40 д (3H, CH3), 4.71� 4.77 м (1Н, СН), 7.22�
7.42 м (5Н, СНАr). Спектр ЯМР 13C, δ, м. д.: 25.18
(1C, CH3), 70.05 (1C, CH), 125.34 (2C, СНАr),
127.18 (1C, СНАr), 128.28 (2C, СНАr), 145.92 (1C,
СНАr). Масс�спектр, m/z (Iотн, %): 122 ([M]+, 30),
107 (85), 79 (100), 78 (23), 77 (57), 51 (23), 50 (11),
44 (17),43 (39), 39 (10).
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