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Известно, что энантиомеры биологиче-
ски активных веществ (БАВ), обладая
подобными химическими и физическими
свойствами, обладают существенными
отличиями в фармакологической активно-
сти, что обусловлено уникальной способ-
ностью живого организма специфично
включать их в те или иные метаболические
процессы [1]. Поэтому представляет интерес
получение и детальное исследование энан-
тиомеров лекарственных веществ. 

Поскольку методы асимметрического
синтеза и разделения энантиомеров — само-
произвольная кристаллизация, использова-
ние оптически активных растворителей,
получение диастереомеров, хроматография
на хиральных стационарных фазах —
сопряжены с определенными трудностями
[2], перспективной является разработка

более доступных препаративных биотехно-
логических методов их получения. 

Известно, что карбоксилэстеразы (КЭ)
являются одними из наиболее изучаемых
и активных энзимов для стереоселективно-
го гидролиза и синтеза ряда ациклических,
карбоциклических и гетероциклических
соединений [3].

КЭ обладают такими преимуществами,
как стабильность, отсутствие коэнзима, эко-
номичность (в частности КЭ печени сельско-
хозяйственных животных, микробного про-
исхождения) и др. Коммерческие препараты
КЭ представляют собой смеси изоэнзимов,
обладающих сходной стереоселектив-
ностью, что делает возможным их примене-
ние в асимметрическом синтезе в качестве
«индивидуального» энзима [4].
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В обзоре приведены классификация, структура и механизм каталитического действия
карбоксилэстераз различного происхождения.

Показана перспективность использования карбоксилэстераз для изучения метаболизма
и активации многих лекарственных веществ и пролекарств in vitro. Актуально также применение
энзимов как биокатализаторов стереоселективного гидролиза и синтеза ряда сложных эфиров
ациклических, карбоциклических и гетероциклических соединений. Установлено, что получаемые
с помощью карбоксилэстеразы энантиомеры характеризуются высоким химическим выходом
и оптической чистотой, а иммобилизация на различных носителях стабилизирует энзим и
позволяет многократно использовать полученные биокатализаторы. Проведенные авторами
исследования выявили особенности энзиматического гидролиза новых 3-ацилокси-1,4-
бенздиазепин-2-онов — потенциальных анксиолитических и снотворных средств с помощью
карбоксилэстеразы микросомальной фракции печени свиньи. С использованием свободной
и иммобилизованной в гели филлофорина и альгината, стабилизированных Ca2+, микросомальной
фракции впервые осуществлен энантиоселективный гидролиз 3-ацетокси-7-бром-1-метил-5-фенил-
1,2-дигидро-3Н-1,4-бенздиазепин-2-она. Выделен S-энантиомер субстрата, что свидетельствует
о большей специфичности карбоксилэстеразы микросомальной фракции печени свиньи к его R-
энантиомеру.
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Биологическая роль, структура 
и механизм каталитического действия

карбоксилэстераз

КЭ (КФ 3.1.1.1.) — сериновые α,β-гидро-
лазы, катализирующие гидролиз эфирной
и амидной связей в молекулах различной
структуры [5].

Энзимы этого семейства найдены прак-
тически у всех видов животных, растений,
грибов и микроорганизмов. КЭ выявлены во
многих органах, тканях и биологических
жидкостях млекопитающих. В первую оче-
редь они экспрессируются в эндоплазмати-
ческом ретикулуме гепатоцитов, в меньшей
степени — в тонком кишечнике, почках,
легких, сердце, моноцитах и макрофагах
[6]. Согласно существующей классифика-
ции карбоксилэстеразы млекопитающих
(КЭМ) подразделяются на 5 основных групп
(КЭМ1-КЭМ5) в соответствии с гомологией
аминокислотной последовательности [5],
причем большинство идентифицированных
в настоящее время КЭМ принадлежит к се -
мейству КЭМ1 или КЭМ2. Они, в свою оче-
редь, могут быть разделены на пять подсе-
мейств.

Семейство КЭМ1 включает основные
формы изоэнзимов карбоксилэстеразы мле-
копитающих. Большинство членов этого
семейства экспрессируются в печени.
К семейству КЭМ1А принадлежат основные
формы карбоксилэстеразы человека, обезь-
ян и кроликов, к подсемействам КЭМ1В —
основные изоформы карбоксилэстеразы
крыс, хомяков, мышей, а к КЭМ1С — собак,
кошек и свиней. 

В семейство КЭМ2 входят карбоксилэсте-
разы тонкого кишечника человека
(КЭМ2А1), крыс (КЭМ2А10), мышей
(КЭМ2А8), экспрессирующиеся преимуще-
ственно в тонком кишечнике [6]. 

Семейство КЭМ3 человека имеет около
40% идентичности аминокислотной после-
довательности как с КЭМ1, так и с КЭМ2
и экспрессируется в печени и ЖКТ. К этому
семейству относится карбоксилэстеразопо-
добный протеин (КЭМ4А2), который экскре-
тируется с мочой. В семейство КЭМ5 входят
изоэнзимы КЭМ, имеющие иную структуру
по сравнению с изоформами других
семейств КЭМ [7].

Основная биологическая роль карбоксил -
эстераз млекопитающих — метаболизм ксе-
нобиотиков. Энзим расщепляет сложно-
эфирные, амидные или тиоэфирные связи
широкого спектра соединений, отличаю-
щихся по химической структуре [8].

Вторая биологическая роль карбоксил -
эстераз — трансформация холестерола
и жирных кислот в печени и перифериче-
ских тканях. КЭ является гидролазой слож-
ных эфиров холестерола и ацил-КоА. 

Карбоксилэстеразы человека, а также
гомологи у других млекопитающих уча-
ствуют в синтезе тестостерона и метаболиз-
ме ретинола [6, 9].

Третья биологическая роль карбоксил -
эстераз — транспортировка и удерживание
протеинов в эндоплазматическом ретикулуме.
Карбоксилэстераза связывается с С-реактив-
ным протеином (С-РП) и удерживает этот
протеин до его высвобождения в цитоплаз-
му, а также связывается в эндоплазматиче-
ском ретикулуме с β-глюкуронидазами —
энзимами второй фазы метаболизма ксено-
биотиков [10, 11].

Молекулярная масса коммерческих пре-
паратов КЭМ составляет 162–168 кДа, моле-
кула энзима состоит из 3 субъединиц с моле-
кулярной массой около 60 кДа [7].
Cтрук тура КЭ человека 1 представлена на
рис. 1.

В отличие от карбоксилэстераз млекопи-
тающих, микробные карбоксилэстеразы
классифицируют совместно с липазами
и фосфолипазами [13]. Согласно существую-
щей номенклатуре микробные эстеразы, так
же как и КЭМ, в соответствии с гомологией
аминокислотной последовательности под-
разделяются на 7 семейств. Карбоксил -
эстеразы являются представителями 4 из
них (семейства V–VII). 

К карбоксилэстеразам семейства V отно-
сятся энзимы мезофильных (Pseudomonas
oleovorans, Haemophilus influenzae, Aceto -

Рис. 1. Структура карбоксилэстеразы человека 1:
Mol 1, Mol 2, Mol 3 — субъединицы энзима.

Каталитический домен, α/β-домен и
регуляторный домен каждого из мономеров

показаны синим, зеленым и красным цветом,
соответственно [12]
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bac ter pasteurianus), психрофильных (Mo -
raxella sp., Psychrobacter immobilis) и термо-
фильных (Sulfolobus acidocaldarius) микро-
организмов. Они проявляют значительную
гомологию (20–25%) с энзимами, не принад-
лежащими к подклассу эстераз, в частности с
эпоксигидролазами и галопероксидазами [14]. 

К семейству VI принадлежат энзимы с
достаточно низкой молекулярной массой
(23–26 кДа), включая эстеразу из Pseudo -
monas fluorescens. КЭ активна в форме диме-
ра и содержит типичную каталитическую
триаду Сер-Асп-Гис. У членов этого семей-
ства выявлена 40%-я гомологичность
с лизофосфолипазами эукариот.  

КЭ семейства VII имеют значительную
молекулярную массу (около 55 кДа) и про-
являют высокую гомологичность с ацетил-
холинэстеразами эукариот и КЭ тонкого
кишечника или печени млекопитающих,
например свиньи. К этому семейству отно-
сятся КЭ Arthrobacter oxydans и Bacillus sub-
tilis. В семействе VIII наблюдается высокая
гомологичность КЭ с β-лактамазами класса
С. Важнейшим представителем этого семей-
ства является КЭ из Arthrobacter globiformis. 

Как и в случае млекопитающих, карбо -
ксилэстеразы микроорганизмов проявляют
гидролитическую активность в отношении
нескольких типов субстратов, включая раз-
личные алифатические и циклические
сложные эфиры, ацил-CoA, производные
аминокислоти др. [15].

Исследование метаболизма
лекарственных веществ in vitro
с помощью карбоксилэстеразы

Поскольку энантиомеры лекарственных
средств (ЛС) могут существенно отличаться
по своим фармакологическим свойствам,
актуальной является задача детального
исследования метаболизма лекарств и акти-
вации пролекарств, имеющих в своем соста-
ве оптически активный атом углерода, in
vitro с использованием КЭ.

Так, КЭМ1 расщепляет связь метилового
эфира в молекуле R-кокаина с образованием
бензоилэкгонина — основного метаболита
кокаина. 

Карбоксилэстераза млекопитающих —
единственный энзим, известный своей спо-
собностью образовывать токсичный метабо-
лит кокаина — кокаэтилен, образующийся
при совместном употреблении кокаина
и этанола. КЭМ1 эффективно расщепляет 3-
ацетильную связь, а также, в меньшей сте-
пени, 6-ацетильную связь в молекуле героина

с образованием моноацетилморфина и мор-
фина, соответственно [6]. 

Карбоксилэстеразы печени человека
катализируют гидролиз неполярных ЛС или
сложных эфиров ксенобиотиков до более
растворимых экскретируемых кислотных
и спиртовых метаболитов. Так, меперидин
гидролизуется до меперидиновой кислоты
и этанола энзимом КЭМ1, но не КЭМ2.
Гидролиз меперидина с помощью КЭМ1 свя-
зан со специфичностью этого энзима к слож-
ным эфирам, содержащим простые алифа-
тические спиртовые остатки [16, 17]. 

Препарат иринотекан — противоопухо-
левое средство, используемое для лечения
различных злокачественных новообразований,
таких, в частности, как колоректальный
рак. Иринотекан гидролизуется до 7-этил-
гидроксикамптотецина-10 (SN-38), который
оказывает противоопухолевое действие.
Показано, что несколько карбоксилэстераз
человека и грызунов гидролизуют ириноте-
кан, но активность зависит от вида энзима.
Компьютерное моделирование показало, что
способность каждого энзима к активации
иринотекана зависит от размера входа
в активный центр [10].

Кинетические исследования с серией
нитрофениловых и нафтиловых эфиров под-
твердили, что активация иринотекана кар-
боксилэстеразой лимитируется размерами
входа в активный центр, которые ограничи-
вают доступ к аминокислотным остаткам
активного центра энзима, катализирующим
реакцию [10].

Установлено, что карбоксилэстеразы
печени и почек мыши, активно гидролизую-
щие иринотекан, в большом количестве экс-
прессируются в печени и почках и в не зна -
чи тельном — в кишечнике и легких [18].

Циклезонид — новый ингаляционный
глюкокортикостероид, разработанный для
лечения бронхиальной астмы, под действием
КЭМ также преобразуется в активный мета-
болит дезизобутирилциклезонид. Роль кар-
боксилэстеразы, холинэстеразы и А-эсте -
разы в гидролизе циклезонида была
опре делена с использованием ряда ингиби-
торов [5].

Показано, что КЭМ катализируют сте-
реоселективный гидролиз сложных эфиров
производных 3-гидрокси-бенздиазепин-2-
она [19]. Так, изучен гидролиз гемисукцина-
та оксазепама (39) карбоксилэстеразой пече-
ни мышей, крыс и морских свинок (рис. 1).
Установлено, что процесс трансформации
проходит стереоселективно; (+)-изомер
является лучшим субстратом карбоксил -
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эстеразы, о чем свидетельствуют Км, соста-
вившие 2,5·10–3 моль/дм3 для (+)-изомера,
3,3·10–3 моль/дм3 для рацемата и 14,3·10–3

моль/дм3 для (–)-изомера, независимо от
вида лабораторных животных [20].

Сложные эфиры оксазепама и монокар-
боновых кислот также стереоселективно
гидролизуются карбоксилэстеразами пече-
ни крысы и человека, равно как и супер -
натантом 9000 g (S9-фракция) гомогената
головного мозга [21].

Карбоксилэстеразы микросомальной
фракции (МФ) печени были более специфич-
ны к (R)-энантиомеру, однако, в отличие от
них, карбоксилэстеразы S9-фракции голов-
ного мозга проявляли большую специфич-
ность по отношению к (S)-энантиомеру [22].
Дальнейшие исследования выявили, что
при трансформации в печени (S)-энантиомер
ингибирует гидролиз (R)-изомера, в то
время как (R)-энантиомер является актива-
тором гидролиза (S)-энантиомера. Однако
в S9-фракции наблюдалась противополож-
ная картина [23]. Подобные результаты
были получены и при трансформации 3-аце-
тата лоразепама [24].

Карбоксилэстеразы
в энантиоселективном синтезе

органических соединений

Благодаря широкой субстратной специ-
фичности и высокой стереоселективности
КЭ являются перспективными биокатализа-
торами энантиоселективного гидролиза
и синтеза обширного ряда ациклических,
карбоциклических и гетероциклических
соединений [3].

В литературе представлены работы по
применению КЭ для стереоселективного
синтеза ряда ациклических соединений. 

Так, катализируемый карбоксилэстера-
зой печени свиньи (КЭПС) гидролиз слож-
ных замещенных малоновых эфиров приво-
дит к образованию ценных хиральных
продуктов. 

Показано, что лучшим субстратом
является доступный 2-[(трет-буто кси) -
метил]-2-метилмалонат (1), гидролизую-
щийся в присутствии КЭПС до (+)-(R)-кис-
лоты (рис. 2) с высоким (96%) оптическим
выходом [25].

С помощью КЭПС осуществлен стереосе-
лективный гидролиз ряда сложных диэфи-
ров с неразветвленной цепью (рис. 3). Так,
диметил-цис-2,4-диметилглутамат (5) гидро-
лизуется до сложного полуэфира (выход —
85%, энантиомерный избыток — 64%) [26].

КЭ из пекарских дрожжей катализиро-
вала энантиоселективный гидролиз ряда
сложных эфиров 2-гидроксигептановой кис-
лоты (рис. 4), хиральных синтонов, важных
для синтеза различных простаноидов,
с энантиомерным выходом ≥99% [27].

Рекомбинантная эстераза Burkholderia
gladioli, выделенная из культуры E. сoli,
использовалась для стереоселективного гид-
ролиза линалилацетата (17) (рис. 5). Однако
образующийся в результате гидролиза (S)-
(+)-линалоол (18) (используемый в парфю-
мерной промышленности) имел низкую сте-
пень энантиомерной чистоты — 45% [28].

С использованием лиофилизированного
мицелия Rhizopus oryzae, обладающего
выраженной карбоксилэстеразной актив-
ностью, осуществлена стереоселективная
этерификация рацемического 2-октанола
масляной кислотой. Получен R-энантиомер
эфира с высоким энантиомерным выходом —
97% [29].

КЭ применяли для получения энантио-
мерно чистых соединений карбоцикличе-
ской структуры. Осуществлен стереоселек-
тивный гидролиз диметилциклопропан-Рис. 2

Рис. 3

Рис. 4

Рис. 5
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(19), циклобутан- (21) и циклогексан-1,2-
дикарбоксилатов (23) (рис. 6). Образую -
щиеся в качестве продуктов реакции кислые
сложные эфиры легко превращаются в γ-
лактоны с энантиомерным избытком 97%
[30].

Изучена катализируемая КЭПС транс-
формация мезодиэфиров цис-циклогекс-4-
ен-1,2-дикарбоксилата (25) с образованием
моноэфира метил-Н-(1S,2R)-циклогекс-4-
ен-1,2-дикарбоксилата  (рис. 7). Получен -
ный продукт имел высокую степень оптиче-
ской чистоты > 97% [31].

КЭПС катализировала стереоселективный
гидролиз диэтилового эфира N-третбутокси-
карбониламинопропилбензилдиэтилмало-
новой кислоты (27), до соот вет ствующего
(S)-моноэфира (рис. 8) с высоким химиче-
ским и оптическим выходом — 82%
и >99%, соответственно [32].

Исследованы особенности получения S-
энантиомеров флурбупрофена (29) и ибупро-
фена (31), обладающих большей фармаколо-
гической активностью, из рацематов
соответствующих этиловых эфиров с приме-
нением КЭ из Pseudomonas sp. KCTC
10122BP (рис. 9). Энантиомерный избыток в
обоих случаях превышал 99% [33, 34].

Для получения S-ибупрофена из метило-
вого эфира (R,S)-ибупрофена использовали
также КЭ из B. subtilis, реакция протекала
с высоким энантиомерным избытком [35].

КЭ из Sphingobacterium sp. 238C5 ката-
лизировала стереоселективный гидролиз β-
фенилаланина (33) (рис. 10) и еще ряда
ациклических и циклических аминокислот,
имеющих L-конфигурацию [36].

С использованием карбоксилэстеразы из
Burkholderia cepacia проведен стереоселек-
тивный гидролиз ряда сложных эфиров мен-
тола 35–40 (рис. 11). Наибольший энантио-
мерный выход L-ментола наблюдался
в случае использования формиата (35) и аце-
тата ментола (36) (97%) [37].

Карбоксилэстераза из Klebsiella oxytoca
катализировала стереоселективное разделе-
ние сложных эфиров 42–51 с высокой степе-
нью энантиомерной чистоты, причем срод-
ство энзима к тому или иному энантиомеру
зависело от структуры субстрата (рис. 12)
[38].
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Показано, что КЭПС является перспек-
тивным биокатализатором в процессе синте-
за (–)-физостигмина, катализируя стереосе-
лективный гидролиз его предшественника
ди метил-2-(2-хлор-5-метоксифенил)-2-ме тил -
малоната (52) (рис. 13) с высоким химичес -
ким (86%) и оптическим (99%) выходом [39].

КЭПС применяли как биокатализатор
гидролиза сложных эфиров гетероцикличе-
ских соединений. Установлено, что внутри-
клеточная карбоксилэстераза дрожжей
Kluyveromyces marxianus CBS 1553 катализи-
ровала стереоселективный гидролиз рацемиче-
ских эфиров 1,2-о-изо пропил иден глицерина,
являющихся трудногидролизуемыми суб -
стратами стереоселективного гидролиза
с исполь зованием большинства известных
эстераз. Исследование кинетических пара-
метров реакции гидролиза ацетата 1,2-о-
изопропилиденглицерина (54) (рис. 14)
выявило сходные значения Vмакс. гидролиза
энантиомеров, но значительные отличия
констант Михаэлиса — Km S-энантиомера,
поэтому она значительно уступает таковой
R-энантиомера (5,3 и 70 мкмоль/дм3, соот-
ветственно) [40].

КЭПС катализировала гидролиз ряда
сложных бициклических мезодиэфиров (56,
58, 60) (рис. 15).

Также показано, что КЭПС катализиро-
вала стереоселективный гидролиз ряда
сложных эфиров трициклических моноэфи-
ров 62–67 (рис. 16). Максимальная стереосе-
лективность наблюдалась в случае 2′-хлор -
этилового эфира и составляла 90,6% для
образующегося метаболита и 99,4% — для
нетрансформированного субстрата [41].

Сложные эфиры экзо- и эндо-цис-мезо-
оксобицикло[2,2,1]-гептана являются хоро-
шими субстратами КЭПС; соответствующие
сложные полуэфиры образуются с высоким
как химическим, так и оптическим выходом
(80–98%) (рис. 17). Соответствующие про-
дукты могут быть успешно использованы
для синтеза природных соединений [42].

Исследован катализируемый КЭПС гид-
ролиз диэфиров 1,4-(изопропилендиокси)-
2,5-тетрагидрофурана 71, 73 с образованием
соответствующих (+)-полуэфиров (рис. 18)
с высоким оптическим выходом — более
72% [43].

КЭ из Bacillus niacini EM001 катализиро-
вала стереоселективный гидролиз офлокса-
цина (75) с образованием левофлоксацина
(S-офлоксацина) (рис. 19) с энантиомерным
избытком 67% [44].
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Рис. 16

Рис. 17

Рис. 18

5352

54а5554

6160

5958

5756

(–) 62–67(+) 68(±)62–67

69а7069

7473

7271



Огляди

15

КЭПC и КЭ печени быка с успехом при-
меняли для стереоселективного гидролиза
сложных эфиров производных пиперидин-
диона. Показано что гидролиз (±)-транс-3-
это кси карбонил-1,4-(4-фторфенил)-N-
метил пиперидин-2,6-диона (77) проходит
с образованием (–)-изомера с энантиомер-
ным избытком 90% (рис. 20) [45].

Методы иммобилизации
карбоксилэстеразы

Иммобилизация — это процесс закрепле-
ния энзима на поверхности или внутри носи-
теля. Существуют два основных метода
иммобилизации энзимов: физический и хи -
ми ческий [46, 47]. 

Физическая иммобилизация энзимов
представляет собой включение энзима
в такую среду, в которой доступной для него
является лишь ограниченная часть общего
объема. При физической иммобилизации
энзим не связан с носителем ковалентными
связями. Существует четыре основных мето-
да физической иммобилизации: адсорбция
на нерастворимых носителях; включение
в поры геля; пространственное отделение
энзима от остального объема реакционной
системы с помощью полупроницаемой мем-
браны; включение в двухфазную среду, где
энзим растворим и может находиться только
в одной из фаз [48, 49]. 

Главным отличительным признаком
химических методов иммобилизации
являет ся то, что в результате химического
воздействия на структуру энзима в его моле-
куле создаются новые ковалентные связи,
в частности между протеином и носителем.

Препараты иммобилизованных энзимов,
полученные с применением химических
методов, обладают двумя важными свойст -
ва ми. Во-первых, ковалентная связь энзима
с носителем обеспечивает высокую проч-
ность образующегося конъюгата. Во-вторых,
химическая модификация энзимов способна
приводить к существенным изменениям их
свойств, таких как субстратная специфич-
ность, каталитическая активность и ста-
бильность [50, 51].

В литературе приведены сведения о за -
крепленных на различных носителях препа-
ратах КЭ со стабилизированной энзиматиче-
ской активностью [52–54], что является
перспективным для многоразового исполь-
зования биокатализаторов в реакции стерео-
селективного синтеза алифатических, 
кар бо циклических и гетероциклических
соединений.

Одним из наиболее распространенных
способов иммобилизации КЭ является ее
включение в гели полимеров синтетическо-
го и природного происхождения. Так, КЭПС
была иммобилизована в гранулы Эупергита
С (полиакрилатного полимера) для примене-
ния в стереоселективном гидролизе (–)-
(1S,4R)-4-гидрокси-2-циклопентенилацета-
та. Показаны высокое (68%) сохранение
эстеразной активности КЭПС при иммоби-
лизации и высокая степень энантиомерной
чистоты образующегося в результате гидро-
лиза продукта (≥98 %) [55].

Иммобилизованную в гранулы κ-карра-
гинана КЭПС использовали для стереоселек-
тивного гидролиза метил-2-ацетоксибензоата
в реакторах периодического и непрерывного
действия с неподвижным слоем. Показано
50%-е сохранение исходной активности
КЭПС после 8 циклов применения в реакто-
ре периодического действия [56].

КЭПС, иммобилизованная в гранулы κ-
каррагинана, катализировала стереоселек-
тивный гидролиз и трансэтерификацию
ряда сложных эфиров первичных, вторич-
ных и третичных спиртов в среде несмеши-
вающихся с водой органических растворите-
лей с оптическим выходом до 90% [57].

Сопоставление химического (ковалент-
ного) и физического способов иммобилиза-
ции КЭПС на микропористых мембранах
выявило, что степень сохранения активно-
сти выше в случае физической иммобилиза-
ции. Полученные препараты применяли для
стереоселективного гидролиза диэтилового
эфира цис-циклогекс-4-ен-1,2-дикарбоно-
вой кислоты (79) с образованием соответ-
ствующего (1S,2R)-моноэфира (рис. 21)

Рис. 19
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(оптическая чистота продукта не зависела от
метода иммобилизации и составляла
95–97%) [58].

Ковалентным связыванием КЭПС с диок-
сидом кремния при помощи соли диазония
был получен биокатализатор без значитель-
ной потери эстеразной активности, применяв-
шийся для проведения стереоселективного
гидролиза диметилового эфира 2-метил-2-
фенилмалоновой кислоты до соответствую-
щего (+)-(R)-моноэфира в течение 4 циклов
использования с максимальным оптическим
выходом 85% [59].

Совместной лиофилизацией КЭПС с ме -
то ксиполиэтиленгликолем получен биока-
тализатор переэтерификации ряда спиртов
55–58 виниловыми эфирами (рис. 22), что
позволило значительно увеличить химиче-
ский и оптический выход (до 97 и 96% соот-
ветственно) в оптимальных условиях прове-
дения процесса [60].

Совместную лиофилизацию КЭПС с
метоксиполиэтиленгликолем, бычьим сыво-
роточным альбумином, а также аминоме-
тилполистиролом использовали для повы-
шения стабильности КЭПС в органических
растворителях для стереоселективного раз-
деления граммовых количеств 1-алко кси-,
1-этилсульфанил-, 1-фтор-3-арил-2-пропа-
нолов, 1-феноксипропанола и 1-метокси-2-
фенокси-2-пропанола (оптический выход
в большинстве случаев варьировал в преде-
лах 80–99%) [61].

Свободная и иммобилизованная на
Целите 545 рекомбинантная эстераза Pseu -
do monas uorescens, выделенная из культу-
ры E. сoli, катализировала стереоселектив-
ный гидролиз и синтез ряда алифатических
и гетероциклических соединений с различ-
ным химическим и оптическим выходом (от
< 1 до 99%); максимальная энантимерная

чистота наблюдалась для α-фенилэтанола
и его ацетата [62].

В результате поперечной сшивки КЭ из
Bacillus subtilis глутаровым альдегидом
получен препарат с увеличенной стабиль-
ностью к действию высоких температур и
сохранением 70%-й исходной эстеразной
активности. Осуществление стереоселектив-
ного гидролиза DL-ментилацетата позволи-
ло получать L-ментол с высокой степенью
энантиомерной чистоты (> 94%) в реакторе
периодического действия в течение 10 цик-
лов использования препарата с потерей эсте-
разной активности менее 8% [63].

Гидролиз сложных эфиров 3-гидрокси-
1,4-бенздиазепин-2-она, катализируемый

карбоксилэстеразой микросомальной
фракции печени свиньи

Поскольку энантиоселективность кар-
боксилэстеразы МФ печени свиньи в отно-
шении гидролиза новых производных 3-гид-
рокси-1,4-бенздиазепина не изучена, нами
был выбран ряд сложных эфиров 3-гидро-
кси-1,4-бенздиазепин-2-она с целью иссле-
дования данного процесса. В разработанных
условиях (эстеразная активность 100 ед/см3,
рН 7,0, t = 37 °С, τ = 2,5 ч, концентрация
диметилсульфоксида — ДМСО 40%) с помо-
щью выделенной МФ осуществлен гидролиз
соединений 89–94 (рис. 23) с образованием
соответствующих 3-гидроксипроизводных
(95–97).

Известно, что структура субстрата может
влиять на степень его трансформации карбо -
ксилэстеразой [3], поэтому было исследовано
влияние заместителей в молекуле сложных
эфиров 3-гидрокси-1,4-бенздиазепин-2-она на
степень их биоконверсии in vitro с помощью
микросомальной фракции печени свиньи.
Показано, что степень трансформации слож-
ных эфиров 7-бром-3-гидрокси-5-фенил-1,2-
дигидро-3Н-1,4-бенздиазепин-2-она под
влиянием микросомальной фракции изме-
няется в зависимости от их структуры. 

Так, степень трансформации соединений
90, 91, 92 с разной длиной ацильного фраг-
мента в положении 3 бенздиазепинового
цикла составила 53,2%, 48,1% и 46,1%, со от -
ветственно, в то время как 89 гидролизуется
в этих же условиях на 38,3% (рис. 24) [64].
Установлено, что введение алкильных заме-
стителей в 1-е положение бенздиазепиново-
го цикла приводит к снижению степени гид-
ролиза в заданных условиях с 38,3% для
соединения 89 до 29,3% — для 93 и 24,1% —
для 94, соответственно (рис. 23). 

Рис. 21

Рис. 22
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С помощью выделенной МФ в разрабо-
танных условиях осуществлен стереоселек-
тивный гидролиз соединения 93 с 50%-й
степенью трансформации (рис. 24).

Нами было показано, что образующееся
в результате гидролиза соединение 96 под-
вергается рацемизации в процессе гидролиза
и последующего выделения, что согласует ся
с данными литературы [21].

Был получен энантиомер 93а, методом
рентгеноструктурного анализа установлены
его молекулярная и кристаллическая струк-
туры. Показано, что выделенное соединение
является S-энантиомером, что свидетельст -
вует о большей специфичности карбоксил -
эстеразы МФ печени свиньи к R-энантиомеру
3-ацетокси-7-бром-1-метил-5-фенил-1,2-
дигидро-3Н-1,4-бенздиазепин-2-она. 

Соединение 93а кристаллизуется в моно-
клинной хиральной пространственной груп-
пе P21. Его абсолютная конфигурация (а)
и конформация (б) приведены на рис. 25. 

Диазепиновый цикл в молекуле 93а
имеет конформацию псевдованны. Угол
вращения [α]20

D=+195,3°, с = 1 в хлороформе.
В кристалле связанные двойной винто-

вой осью молекулы образуют цепочки,
параллельные кристаллографической оси b
за счет C8-H···O32 (3,439(2) Å) водородной
связи (рис. 26). Внутри цепочки взаимное
расположение 7-бромзамещенных бензоль-
ных колец, конденсированных с диазепино-
вым циклом, указывает на диполь-диполь-
ное и стэкинг-взаимодействия между ними.
Структурные данные депонированы в Кемб -
ри джском банке структурных данных под
номером CCDC 789193 [65].

Поскольку показано, что карбоксилэсте-
раза в составе микросомальной фракции
печени свиньи является перспективным
биокатализатором стереоселективного гид-
ролиза сложных эфиров 3-гид рокси-1,4-
бенздиазепин-2-она, целесообразно было
разработать способы ее иммобилизации, что
способствует повышению стабильности
энзимного препарата и дает возможность
многократно использовать биокатализатор
для получения стереоизомеров эфиров 
3-гидрокси-1,4-бенздиазепин-2-она.

Выделеную МФ иммобилизовали в гра-
нулы филлофорина из Phyllophora nervosa и
альгината Na, стабилизированных ионами
Са2+. В результате иммобилизации получены
биокатализаторы с высоким сохранением
исходной эстеразной активности (80 и 70%,
соответственно) в форме прочных гранул
сферической формы, стабильные в исполь-
зуемой водно-органической среде.

Показано отсутствие значительных
отли чий рН (7,0) и температурных (37 °С)
оптимумов эстеразной активности свободно-
го и иммобилизованных МФ. 

С помощью иммобилизованных в филло-
форине и альгинате Са МФ осуществлен сте-
реоселективный гидролиз соединения 93
в течение 5 и 12 циклов, соответственно,
в периодическом режиме (рис. 27).

Рис. 23. Зависимость степени гидролиза 
3-ацилокси-7-бром-5-фенил-1,2-дигидро-3Н-

1,4-бенздиазепин-2-онов с применением
микросомальной фракции печени свиньи 

от структуры субстратов

Рис. 24. Стереоселективный гидролиз 93 
с помощью МФ

Рис. 25. Молекулярная структура субстрата 93а:
а — вид молекулы в проекции на ее среднюю

плоскость; 
б — вид молекулы, иллюстрирующий ее конфор -

мацию

a б

Рис. 26. Цепи в кристалле S-энантиомера
субстрата 93а

91а9291
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Таким образом, данные литературы
и результаты собственных исследований
свидетельствуют о перспективности приме-
нения как свободных, так и иммобилизован-
ных препаратов карбоксилэстеразы для сте-
реоселективного синтеза различных классов
органических соединений, имеющих прак-
тическое применение в биотехнологических
процессах.

Рис. 27. Зависимость степени трансформации
соединения 91 от кратности применения

иммобилизованных препаратов
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В огляді наведено класифікацію, структу-
ру і механізм каталітичної дії карбоксилесте-
раз різного походження. 

Показано перспективність використання
карбоксилестераз для вивчення метаболізму
та активації низки лікарських речовин і пролі-
ків in vitro. Актуальним є також використан-
ня ензимів як біокаталізаторів стереоселек-
тивного гідролізу і синтезу складних ефірів
ациклічних, карбоциклічних та гетероцикліч-
них сполук. Встановлено, що одержані за
допомогою карбоксилестерази енантіомери
характеризуються високим хімічним виходом
і оптичною чистотою, а іммобілізація на різ-
них носіях стабілізує ензим і дає змогу багато-
разово використовувати отримані біокаталіза-
тори. Проведені авторами дослідження
виявили особливості ензиматичного гідролізу
нових 3-ацилокси-1,4-бенздіазепін-2-онів —
потенційних анксіолітичних та снодійних
засобів за допомогою карбоксилестерази мік-
росомальної фракції печінки свині. З викори-
станням вільної та іммобілізованої в гелі філо-
форину і альгінату, стабілізованих Ca2+,
мікросомальної фракції вперше здійснено
енантіоселективний гідроліз 3-ацетокси-7-
бром-1-метил-5-феніл-1,2-дигідро-3Н-1,4-
бенздіазепін-2-ону. Виділено S-енантіомер
субстрату, що свідчить про більшу специфіч-
ність карбоксилестерази мікросомальної
фракції печінки свині до його R-енантіомера.

Ключові слова: карбоксилестераза, мікро со -
мальна фракція печінки свині, стерео селек -
тив ний синтез, 3-ацилокси-1,4-бенздіазепін-2-
они, іммобілізація.

CARBOXYLESTERASES IN ENANTIOSE-
LECTIVE SYNTHESIS OF ORGANIC COM-
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The classification, structure, and mechanism
of catalytic action of carboxylesterase of diffe -
rent origin are presented in the review. 

The prospects of carboxylesterases applica-
tion for metabolism and both several drugs and
prodrugs activation investigation in vitro are
shown. The enzyme usage as biocatalyst of stereo -
selective hydrolysis and synthesis of a wide
range of acyclic, carbocyclic and heterocyclic
compounds — esters are also urgent. It was estab-
lished that enantiomers obtainable with the help
of carboxylesterase are characterized by high
chemical yields and optical purity; immobiliza-
tion on different supports stabilizes the enzyme
and allows the repeated usage of obtained bioca -
talysts. The own studies conducted and  the enzy-
matic hydrolysis features of news 3-acyl -
hydroxy-1,4-benzodiasepin-2-ones — potential
anxiolytic and hypnotic means, with a help of pig
liver microsomal fraction carboxylesterase have
been  established. For the first time the enantio -
selective hydrolysis of 3-acetoxy-7-bromo-1-
methyl-5-phenyl-1,2-dihydro-3H-1,4-benz -
diazepine-2-one was accomplished using free and
immobilized in phyllophorine and alginate, sta-
bilized by Ca2+ microsomal fraction. The S-enan-
tiomer of substrate was isolated, which suggests
the increased specificity of pig liver microsomal
fraction carboxylesterase to its R-enantiomer. 

Key words: carboxylesterase, pig liver microso-
mal fraction, stereoselective synthesis, 3-acyl-
hydroxy-1,4-benzdiazepine-2-ones, immobi li -
zation. 




