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ОТРИМАННЯ S-ЕНАНТІОМЕРІВ ЕСТЕРІВ 
3-ГІДРОКСИ-1,4-БЕНЗДІАЗЕПІН-2-ОНІВ 

БІОТЕХНОЛОГІЧНИМ ШЛЯХОМ

Мета: удосконалення способу отримання S-енантіомеру 3-ацетокси-5-фе-
ніл-7-бром-1,2-дигідро-3Н-1,4-бенздіазепін-2-ону за допомогою карбокси-
лестерази мікросомальної фракції печінки свині, доданої до агару. Методи: 
мікросомальну фракцію отримували низькошвидкісною седиментацією в 
присутності йонів кальцію, вміст білка визначали за методом Лоурі-Хар-
трі, естеразну активність за 1-нафтилацетатом. Одержання  біоката-
лізатора багаторазової дії проводили введенням мікросомальної фракції в 
гель агару. Ферментативний гідроліз 3-ацетокси-5-феніл-7-бром-1,2-дигід-
ро-3Н-1,4-бенздіазепін-2-ону проводили протягом 2,5 год в розчині мети-
лцелозольв/Na-фосфатний буфер, 0,0167 моль/дм3, рН 7,0 (2/3, об./об.), при 
температурі 37  ºC. Визначення енантіомерного надлишку здійснювали за 
допомогою високоефективної рідинної хроматографії. Результати: Удо-
сконалено спосіб отримання S-енантіомеру 3-ацетокси-7-бром-5-феніл-1,2-
дигідро-3Н-1,4-бенздіазепін-2-ону. Додавання мікросомальної фракції в гель 
агару сприяло розробці доступного методу отримання біокаталізатора 
багаторазової дії з високою естеразною активністю (90%). Вибір мети-
лцелозольву, як розчинника в реакції енантіоселективного гідролізу дозволив 
усунути чотири стадії біотехнології отримання S-енантіомеру субстрату. 
Проведено модифікацію носія для колонкової хроматографії, що дозволило 
візуалізувати процес розділення похідних 1,4-бенздіазепін-2-ону під час хро-
матографії за допомогою УФ-опромінення. Змінено хроматографічну си-
стему з хлороформ/1,4-діоксан/гептан (2/0,5/2) на хлороформ/ацетонітрил 
(3/0,5), що сприяло значному покращенню розділення похідних 1,4-бенздіазе-
пін-2-ону. Висновки: удосконалено спосіб отримання S-енантіомеру 3-аце-
токси-7-бром-5-феніл-1,2-дигідро-3Н-1,4-бенздіазепін-2-ону, що дозволило 
спростити процес його виділення на 5 стадій.

Ключові  слова: карбоксилестераза, мікросомальна фракція, естери  
3-гідрокси-1,4-бенздіазепін-2-ону, агар, енантіоселективний гідроліз, біо-
технологія.
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Карбоксилестераза печінки свині широко використовується для отри-
мання енантіомерів лікарських речовин [19], асиметричний синтез і розділен-
ня яких звичайними хімічними і фізичними методами пов'язаний з низкою 
труднощів.

Карбоксилестераза має широку субстратну специфічність і високу енан-
тіоселективність [12, 15], однак недоліками застосування ферменту є висока 
вартість комерційного препарату і одноразовість використання. У зв'язку з 
цим, актуальним є застосування карбоксилестерази у складі мікросомальної 
фракції (МФ) печінки свині, а також розробка біокаталізатора багаторазової 
дії на основі іммобілізованої мікросомальної фракції, для проведення енан-
тіоселективного гідролізу естерів 3-гідрокси-1,4-бенздіазепін-2-ону. Вклю-
чення ензимів у полімери дозволяє стабілізувати активність біокаталізатора, 
сприяє його багаторазовому використанню, легкості виділення з реакційного 
середовища [2,18]. Для створення біокаталізатора перспективне використан-
ня методу нековалентного зв'язування мікросомальної фракції шляхом вклю-
чення в гель агару. 

Агар-агар – природна суміш поліцукридів агарози і агаропектину, що 
отримують з водоростей видів Gracilaria, Gelidium, Pterocladia та ін. [16]. Він 
широко використовується в харчовій промисловості, для отримання поживних 
середовищ, гель-електрофорезі. Агар відомий як перший отриманий з водо-
ростей поліцукрид, що був застосований для іммобілізації білкових речовин 
[20]. Агар є перспективною матрицею для іммобілізації клітин і субклітин-
них фракцій, оскільки є доступним, економічним, нетоксичним [10,14], має 
високу ємкість та є нерозчинним в більшості водно-органічних середовищ. В 
зв'язку з цим, актуальним було розробити спосіб іммобілізації мікросомаль-
ної фракції в агарі. 

Раніше нами було отримано S-енантіомери естерів 3-гідрокси-1,4-бен-
здіазепін-2-ону за допомогою вільної та іммобілізованої мікросомальної 
фракції печінки свині [5, 6, 17]. З’ясовано, що одержані енантіомери мають в  
1,5–2 рази більший афінітет до центральних бенздіазепінових рецепторів і 
протисудомну активність порівняно з відповідними рацематами. Це приво-
дить до зменшення необхідної дози потенційного лікарського засобу зі збере-
женням фармакологічного ефекту [1].

Для подальшого вивчення фармакологічних властивостей необхідно 
отримання S-енантіомерів в препаративній кількості. Однак розроблений 
раніше спосіб отримання енантіомерів був багатостадійним [5]. Тому вкрай 
перспективною була модифікація способу одержання S-енантіомерів дослі-
джуваних естерів на прикладі родоначальника ряду – 3-ацетокси-5-феніл-7-
бром-1,2-дигідро-3Н-1,4-бенздіазепін-2-ону.

Метою роботи було удосконалення способу отримання S-енантіомеру 
3-ацетокси-5-феніл-7-бром-1,2-дигідро-3Н-1,4-бенздіазепін-2-ону за допомо-
гою карбоксилестерази мікросомальної фракції печінки свині, включеної в 
агар.

Матеріали та методи
В роботі використовували печінку свині, придбану в місцевому супер-
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маркеті. Агар, силікагель (0,063–0,200 мм), бичачий сироватковий альбумін, 
натрію додецилсульфат, 1-нафтилацетат, натрій фосфорнокислий однозамі-
щений, гідроксиламінгідрохлорид придбані в Sigma Chem. Co, (Німеччина). 
Інші реактиви аналітичного ступеню чистоти були отримані в ООО «ТОР».

Виділення мікросомальної фракції з печінки свині здійснювали низь-
кошвидкісною седиментацією в присутності йонів Са2+ [8,11]. У виділених 
мікросомах визначали вміст білка за методом Лоурі в модифікації Хартрі [9], 
естеразну активність (за стандартним субстратом 1-нафтилацетатом) [7,21].

Введення мікросомальної фракції печінки свині в агар проводили до-
даючи до 3,5% водного розчину агару необхідну кількість мікросомальної 
фракції [5]. Ретельно перемішували суміш, виливали на підложку і, після 
охолодження розрізали на однакові частини розміром 0,5×0,5 см; проводили 
стандартизацію препарату за вмістом білка та естеразною активністю. Збе-
рігали при температурі 0–4 ºС. Вплив рН інкубаційного середовища на кар-
боксилестеразну активність вільної і іммобілізованої мікросомальної фракції 
вивчали в середовищі: диметилсульфоксид (ДМСО)/К-фосфатний буферний 
розчин 2/3 при рН 3,5–9,5; t = 37 °С. Визначення температурного оптимуму 
карбоксилестеразної активності препаратів проводили в діапазоні 20–75 ºС в 
умовах pH-оптимуму ензиму.  Ступінь гідролізу 3-ацетокси-5-феніл-7-бром-
1,2-дигідро-3Н-1,4-бенздіазепін-2-ону оцінювали за зменшенням кількості 
естерних груп гідроксаматним методом спектрофотометрично при λ 540 нм 
[7,13].

Ферментативний гідроліз 3-ацетокси-5-феніл-7-бром-1,2-дигідро-
3Н-1,4-бенздіазепін-2-ону проводили протягом 2,5 год в розчині диметил-
сульфоксид/K-фосфатний  буферний розчин (0,0167 моль/дм3, рН 7,0) в об'єм-
них співвідношеннях 2/3, при температурі 37 °С до 50% трансформації естеру. 

Виділення S-енантіомеру естеру 3-гідрокси-7-бром-5-феніл-1,2-ди-
гідро-3Н-1,4-бенздіазепін-2-ону з реакційного середовища проводили після 
енантіоселективного гідролізу екстракцією продуктів реакції хлороформом. 
Далі упарювання і розділення методом колонкової хроматографії (носій: си-
лікагель (0,063–0,200 мм), модифікований люмінофором: ортосилікатом цин-
ку з хлоридом марганцю) з використанням системи хлороформ/ацетонітрил 
(3/0,5). Перекристалізовували з етилацетату.  Визначення енантіомерного 
надлишку за допомогою ВЕРХ (високоефективна рідинна хроматографія) 
проводили, застосовуючи систему SHIMADZU (контроллер системи CBM-
20A; вакуумний дегазатор DGU-20 A5; насос високого тиску LC 20 AD UFLS, 
оснащений 4-канальним градієнтним блоком низького тиску; термостат коло-
нок СТО-20А; діодно-матричний детектор SPDM20A), що оснащена колон-
кою ChіraDex HR 5μм (4мм×250мм). Використовували систему метанол/вода 
(70/30, об./об.) та швидкості потоку 1 см3/хв. Час утримання піків в рацема-
ті субстрату складав 5,3 хв – 49,93% для R-енантіомеру і 7,8 хв – 50,07% – 
 S-енантіомеру. Час утримання піків в отриманому енантіомері субстрату 
складав 5,3 хв – 1,2% для R-енантіомеру і 7,8 хв – 98,8% – S-енантіомеру.

Отримання люмінофору проводили додаючи 3,635 г хлориду марганцю, 
розчиненого у дистильованій воді, до 50 г ортосилікату цинку. Перемішували 
при кімнатній температурі до утворення гомогенної маси, а потім висушували 
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при 120 °С до постійної маси. При 950 °С проводили спікання в муфельній 
печі в інертній атмосфері протягом 2 год [3]. Модифікація силікату цинку йо-
нами марганцю приводить до утворення люмінофора із спектром випроміню-
вання 230–290 нм. Далі до 50 г силікагелю (0,063–0,200 мм) додавали 1,25 г 
люмінофору, змішували й поміщали в кварцову колонку.

Дані експериментів піддавали статистичному опрацюванню згідно [4]. 
Оцінювали ступінь вірогідності різниці результатів досліджень при кількості 
повторі n=5. Ймовірність відмінностей між середніми значеннями визнача-
ли за критерієм Стьюдента на рівні значущості не менше 95% (M ± m при 
р ≤ 0,05).

Результати та обговорення
З печінки свині методом низькошвидкісної седиментації в присутно-

сті йонів Са2+ виділена мікросомальна фракція з виходом білка 38,0±1,5 мг/г 
тканини, естеразною активністю за 1-нафтилацетатом – 17,25±0,6 мкмоль/мг 
білка за хв. 

Раніше нами було проведено енантіоселективний гідроліз  
3-ацетокси-7-бром-5-феніл-1,2-дигідро-3Н-1,4-бенздіазепін-2-ону за допомо-
гою мікросомальної фракцї печінки свині (рис.1) і розроблено схему отри-
мання і виділення S-енантіомера субстрату (рис. 2), яка включає 14 стадій 
[5,6,17].

Для удосконалення багатостадійного процесу отримання енантіомеру і 
можливості багаторазового використання біокаталізатора нами були внесені 
зміни до наявного способу.

Рис. 1. Енантіоселективний гідроліз 3-ацетокси-7-бром-5-феніл-1,2-дигідро-3Н-1,4-
бенздіазепін-2-ону: (R,S) – рацемат, (S) – S-енантіомер

Fig. 1. Enantioselective hydrolysis of 3-acetoxy-7-bromo-5-phenyl-1,2-dihydro-3H-1,4-
benzdiazepin-2-one : (R, S) - racemate, (S) - S-enantiomer

ОТРИМАННЯ S-ЕНАНТІОМЕРІВ ЕСТЕРІВ3-ГІДРОКСИ-1,4-БЕНЗДІАЗЕПІН-2-ОНІВ ...

ISSN 2076–0558. Мікробіологія і біотехнологія. 2020. № 3. С 32–45



36

Енантіоселективний гідроліз сполуки  1 за допомогою 
мікросомальної фракції печінки свині (при 37 ºС, рН 7,0, τ 

2,5год)

Дворазова екстракція похідних 1,4-бенздіазепін-2-ону із 
реакційного середовища (хлороформ/середовище 1/2, об./

об.)

Дворазове  центрифугування  емульсії для розшарування 
фаз після  кожної  екстракції (4 тис. об./хв, 20 хв)

Дворазове  видалення  ДМСО із реакційного середовища 
промиванням дистильованою водою (екстракт/вода 1/5, 

об./об.)

Центрифугування  емульсій для розшарування фаз після  
кожного промивання (4 тис. об/хв, 20 хв)

Випаровування екстракту під вакуумом

Колонкова хроматографія (силікагель  
(0,063-0,200 мм), рухома фаза – хлороформ/1,4-

діоксан/гептан (2/0,5/2), об./об./об.)

ТШХ відібраних 
проб 

(Vпроби = 10 см3)

Випарювання проб під вакуумом і кристалізація із суміші 
хлороформ/етилацетат

Підтвердження структури отриманого S-енантіомера 
(ВЕРХ, визначення питомого обертання)

Рис. 2. Схема отримання S-енантіомера 3-ацетокси-7-бром-5-феніл-1,2-
дигідро-3Н-1,4-бенздіазепін-2-ону

Fig. 2. Scheme of obtainingthe S-enantiomer of 3-acetoxy-7-bromo-5-phenyl-1,2-dihydro-
3H-1,4-benzdiazepin-2-one
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Використання агару для включення мікросомальної фракції
Вибір агару як матриці для іммобілізації обґрунтовано  рядом переваг. 

По-перше, простотою методу отримання біокаталізатора, що не потребує до-
даткового обладнання для приготування гранул, на відміну від іммобілізації 
в каррагінан і альгінат натрію. По-друге, більшим збереженням естеразної 
активності мікросомальної фракції після іммобілізації (90,3%) порівняно з 
такою в гранулах альгінату натрію (69,6%) і карагінану (80,4%), а також мож-
ливістю включення більшої кількості мікросомальної фракції в носій, про що 
свідчать масові відношення білок/носій. Характеристики іммобілізованих 
препаратів мікросомальної фракції наведені в таблиці 1.

Ефективність іммобілізації підтверджена розширенням рН-оптимуму 
естеразної активності іммобілізованого продукту порівняно з вільним (рН 
7,0) в області як кислих, так і лужних значень (рН 6,0–8,0).

Таблиця 1
Порівняльні характеристики мікросомальної фракції, 

іммобілізованої в полімерних носіях
Table 1

Comparative characteristics of the microsomal fraction, immobilized 
in polymeric carriers

Показники Агар Карагінан* Альгінат*

Масове відношення білок/
носій 1/1,5 1/5 1/4

Естеразна активність, % від 
вихідної  * 90,3 80,4 69,6

Вміст води,% 79,5± 4,61
P**˂0,05

85,5± 4,6
P**˂0,05

84,6 ± 4,6
P**˂0,05

рН-оптимум 6,0-8,0 7,0 7,0
Термооптимум, ºС 40 40 40

Зберігання (0-4°С), міс 6 9 6

Примітка. *Вихідна активність вільної фракції – 17,25 мкмоль/мг білку за хв [5,6]. 
**Ймовірність відмінностей визначення  вмісту води між препаратах на основі агару, кар-
рагінану і альгінату (n = 5).

Note. *The initial activity of the free fraction – 17,25 µmole/ mg protein per minute 
[5,6].**The probability of differences between preparations based on agar, carrageenan and 
alginate (n = 5)

За допомогою іммобілізованої мікросомальної фракції печінки свині 
проведено енантіоселективний гідроліз 3-ацетокси-7-бром-5-феніл-1,2-ди-
гідро-3Н-1,4-бенздіазепін-2-ону. Отримано енантіомер 1 (S), встановлено
питоме обертання [α]20 =+116,9º (с=1 в хлороформі); енантіомерний надлишок 
склав ees > 97%.

Показано, що іммобілізована в агарі мікросомальна фракція каталізує 
енантіоселективний гідроліз 3-ацетокси-7-бром-5-феніл-1,2-дигідро-3Н-1,4-
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бенздіазепін-2-ону з 50% ступенем трансформації впродовж 5 циклів викори-
стання в періодичному режимі (рис. 3)

Рис. 3. Цикли застосування біокаталізатора багаторазового використання для 
енантіоселективного гідролізу субстрату 1 (n = 5)

Fig. 3. Cycles of reusable biocatalyst application for enantioselective hydrolysis of 
substrate 1 (n = 5)

Заміна розчинника в реакції гідролізу субстрату
Естери 3-гідрокси-1,4-бенздіазепін-2-ону погано розчинні у воді, тому 

процес гідролізу проводили у водно-органічному середовищі ДМСО/Na-фос-
фатний буферний розчин (0,1моль/см3, рН 7,0). 

Проте ДМСО, як розчинник, заважає виділенню продуктів з реакцій-
ної суміші через високу температуру кипіння і потребує додаткових стадій 
очищення продуктів реакції після екстракції з реакційної суміші (дворазове 
промивання водою і центрифугування) [6]. Для зменшення стадійності про-
цесу було вивчено вплив розчинників ацетонітрилу, метилцелозольву, 1,4-ді-
оксану на ступінь гідролізу естеру 1 іммобілізованим препаратом порівняно 
з ДМСО. Концентрації розчинників у водно-органічному середовищі реакції 
склали: ДМСО, ацетонітрил, метилцелозольв – 40%, 1,4-діоксан – 50%. 

Показано, що ступінь гідролізу сполуки 1 у разі застосування ДМСО і 
метилцелозольву становить 50%, тоді як використання 1,4-діоксану і ацетоні-
трилу призводить до її значного зниження (рис. 4).

Таким чином, найбільш придатним з досліджуваних розчинників для 
здійснення енантіоселективного гідролізу сполуки 1 іммобілізованим препа-
ратом був метилцелозольв, що сприяє усуненню чотирьох стадій процесу.

Модифікація носія для колонкової хроматографії
Можливість детектування речовин за допомогою УФ-опромінення без-

посередньо у колонці дозволяє спростити процес хроматографії шляхом візу-
ального контролю за розділенням речовин. 

Є.А. Шестеренко, І.І. Романовська
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Рис. 4. Вплив розчинників на ступінь енантіоселективного гідролізу естеру 1 
(n = 5, p <0,05)

Fig. 4. The effect of solvents on the enantioselective hydrolysis degree of ester 1 
(n = 5, p <0,05)

Проте, наявні комерційні носії для хроматографії з флуоресцентним 
індикатором вкрай дорогі, тому перспективним було розробити спосіб отри-
мання доступного флуоресцентного носія.

Відомо, що модифікація силікату цинку іонами марганцю приводить до 
утворення люмінофора із спектром поглинання 230-290 нм [3].

Оскільки в УФ-спектрах похідних 3-гідрокси-1,4-бенздіазепін-2-ону є 
три смуги поглинання: 215, 220-240 і 290-330 нм, спектр поглинання даного 
люмінофору підходить для отримання необхідного хроматографічного носія. 
Показано, що додавання 2,5% ортосилікату цинку, модифікованого йонами 
марганцю до силікагелю (0,063–0,200 мм) достатньо для отримання носія з 
флуоресцентним індикатором. 

Для візуалізації розділення досліджуваних похідних 1,4-бенздіазе-
пін-2-ону використовували кварцеву колонку і УФ-опромінення. Це дозволи-
ло відмовитися від використання стадії детекції продуктів гідролізу методом 
тонкошарової хроматографії (ТШХ).

Заміна елюенту в колонковій хроматографії
Для покращення розділення досліджуваних сполук у колонці з флуорес-

центним носієм під УФ-опроміненням, було замінено елюент хлороформ 
/1,4-діоксан/гептан (2/0,5/2) [5,6] на хлороформ/ацетонітрил (3/0,5). Вико-
ристання обраного елюенту привело до кращого розділення досліджуваних 
похідних 1,4-бенздіазепін-2-ону. Різниця в значеннях Rf між вивчаємими ес-
тером і 3-гідроксипохідним у системи хлороформ/1,4-діоксан/гептан (2/0,5/2) 
скаладала 1,16, а в системі хлороформ/ацетонітрил (3/0,5) різниця Rf стано-
вила 1,45. Отже, модифікована схема отримання S-енантіомеру 3-ацетокси-
7-бром-5-феніл-1,2-дигідро-3Н-1,4-бенздіазепін-2-ону виглядає таким чином 
(рис. 5): 
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Енантіоселективний гідроліз естеру 1задопомогою  іммобілізованої в агар 
мікросомальної фракції печінки свині (середовище: метилцелозольв/Na-
фосфатний буферний розчин 0,0167 моль/дм3 2/3, об./об., рН 7,0, 37 ºС,

 τ 2,5год)

Дворазова екстракція похідних 1,4-бенздіазепін-2-ону із реакційного 
середовища (хлороформ/середовище 1/2, об./об.)

Центрифугування  емульсії для розшарування фаз після  кожної  екстракції 
(4 тис. об./хв, 20 хв)

Випаровування екстракту під вакуумом

Колонкова хроматографія (модифікований силікатом цинку силікагель 
(0,063-0,200 мм), рухома фаза – хлороформ/ацетонітрил (3/0,5) об./об.)), 

УФ-опромінення

Випарювання  зразків під вакуумом і кристалізація із суміші хлороформ/
етилацетат

Підтвердження структури отриманого S-енантіомера (ВЕРХ, визначення 
питомого обертання)

Рис. 5. Модифікована схема отримання S-енантіомера 3-ацетокси-7-бром-5-феніл-
1,2-дигідро-3Н-1,4-бенздіазепін-2-ону

Fig. 5. Modified scheme for obtaining the S-enantiomer of 3-acetoxy-7-bromo-5-phenyl-
1,2-dihydro-3H-1,4-benzdiazepin-2-one

Таким чином, удосконалено спосіб отримання S-енантіомеру 3-аце-
токси-7-бром-5-феніл-1,2-дигідро-3Н-1,4-бенздіазепін-2-ону зменшенням 
кількості стадій процесу  завдяки заміни розчинника естеру 1, модифікації 
носія і заміни елюенту для колонкової хроматографії. Отриманий біокаталі-
затор – мікросомальна фракція, іммобілізована в агарі, дозволяє проводити 
енантіоселективний гідроліз протягом 5 циклів в періодичному режимі з кіль-
кісним збереженням естеразної активності.
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PREPARATION OF S-ENANTHIOMERS OF 
3-HYDROXY-1,4-BENZDIAZEPIN-2-ONE ESTERS 

BY BIOTECHNOLOGICAL WAY

Summary
Aim. Improving the method of obtaining the S-enantiomer of 3-acetoxy-5-phenyl-
7-bromo-1,2-dihydro-3H-1,4-benzdiazepin-2-one using microsomal fraction car-
boxylesterase included in agar. Methods. The microsomal fraction was obtained 
by low-speed sedimentation in the presence of calcium ions, the protein content 
was determined by the Lowry-Hartree method and esterase activity - according to 
1-naphthyl acetate. Obtaining a reusable biocatalyst was performed by including 
the microsomal fraction in agar gel. Enzymatic hydrolysis of 3-acetoxy-5-phe-
nyl-7-bromo-1,2-dihydro-3H-1,4-benzdiazepin-2-one was performed for 2.5 h in 
a solution of methyl cellosolve: Na-phosphate buffer, 0.0167 M, pH 7.0 (2/3, vol./
vol.), at a temperature of 37 ºC. Enantiomeric excess was determined by HPLC. 
Results. The method of obtaining the S-enantiomer of 3-acetoxy-7-bromo-5-phe-
nyl-1,2-dihydro-3H-1,4-benzdiazepin-2-one was improved. The inclusion of the 
microsomal fraction in the agar gel contributed to the development of an available 
method for obtaining a biocatalyst of multiple actions with high esterase activity 
(90%). The choice of methylcelosolve as a solvent in the enantioselective hydro-
lysis reaction made it possible to eliminate four stages of biotechnology for ob-
taining the S-enantiomer of the substrate. A modification of the carrier for column 
chromatography was performed. It allowed to visualize the process of separation 
of 1,4-benzdiazepin-2-one derivatives during chromatography using UV-irradia-
tion. Chromatography system was changed from chloroform: 1,4-dioxane: hep-
tane (2: 0.5: 2) to chloroform: acetonitrile (3: 0.5). This resulted in significantly 
better separation of 1,4-benzdiazepin-2-one derivatives. Conclusion. The method 
of obtaining the S-enantiomer of 3-acetoxy-7-bromo-5-phenyl-1,2-dihydro-3H-
1,4-benzdiazepin-2-one has been improved, which made it possible to simplify the 
process of its isolation by 5 stages.

Key words:  carboxylesterase, microsomal fraction, esters of 3-hy-
droxy-1,4-benzdiazepin-2-one, agar, enantioselective hydrolysis, biotechnology.
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ПОЛУЧЕНИЕ S-ЭНАНТИОМЕРОВ СЛОЖНИХ 
ЭФИРОВ 3-ГИДРОКСИ-1,4-БЕНЗОДИАЗЕПИНА-2-

ОНА БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКИМ ПУТЕМ

Резюме
Цель. Усовершенствование способа получения S-энантиомера 3-ацеток-
си-5-фенил-7-бром-1,2-дигидро-3Н-1,4-бенздиазепин-2-она с помощью 
карбоксилэстеразы микросомальной фракции печени свиньи включенной в 
агар. Методы. Микросомальную фракцию получали низкоскоростной седи-
ментацией в присутствии ионов кальция, содержание белка определяли по 
методу Лоури-Хартри, эстеразную активность – по 1-нафтилацетату. 
Получение биокатализатора многоразового действия проводили включени-
ем микросомальной фракции в гель агара. Ферментативный гидролиз 3-аце-
токси-5-фенил-7-бром-1,2-дигидро-3Н-1,4-бенздиазепин-2-она проводили 
в течение 2,5 ч в растворе метилцелозольв/Na-фосфатный буфер, 0,0167 
моль/дм3 рН 7,0 (2/3, об./об.), при температуре 37 ºC. Определение энантио-
мерного избытка осуществляли с помощью высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии, используя систему SHIMADZU, оснащённую колонкой 
ChiraDex HR 5μm (4mm×250mm). Результаты. С использованием 3-аце-
токси-7-бром-5-фенил-1,2-дигидро-3Н-1,4-бенздиазепин-2-она усовершен-
ствован способ получения его S-энантиомера. Включение микросомальной 
фракции в гель агара способствовало разработке доступного метода по-
лучения биокатализатора многократного действия с высокой эстеразной 
активностью (90%). Выбор метилцелозольва, как растворителя в реакции 
энантиоселективного гидролиза позволил устранить четыре стадии био-
технологии получения S-энантиомера субстрата. Проведена модификация 
носителя для колоночной хроматографии, что позволило визуализировать 
процесс разделения производных 1,4-бенздиазепин-2-она при хроматогра-
фии с помощью УФ-облучения. Заменена хроматографическая система с 
хлороформ/1,4-диоксан/гептан (2/0,5/2) на хлороформ/ацетонитрил (3/0,5), 
что привело к значительному улучшению разделения производных 1,4-бенз-
диазепин-2-она. Выводы. Усовершенствован способ получения S-энантио-
мера 3-ацетокси-7-бром-5-фенил-1,2-дигидро-3Н-1,4-бенздиазепин-2-она, 
что позволило упростить процесс его выделения на 5 стадий.

Ключевые слова:  карбоксилэстераза, микросомальная фракция, слож-
ные эфиры 3-гидрокси-1,4-бенздиазепин-2-она, агар, энантиоселективный 
гидролиз, биотехнология.
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