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тализатора 0,5  г и  скорости перемешива-
ния 120 об/мин. Максимальное влияние на вы-
ход продукта реакции оказывают скорость 
перемешивания, температура и  время син-
теза. Построенная математическая мо-
дель и  выбор оптимальных условий синтеза 
нарингенин-4’-бензоата методом крутого 
восхождения обеспечили увеличение выхода 
сложного эфира до  84% и  позволили устано-
вить количественное влияние всех изученных 
параметров на процесс синтеза.

Ключевые слова: математическое плани-
рование эксперимента, крутое восхождение, 
нарингенин, бензойная кислота, биокатализ, 
этерификация

Признание российских препаратов кон-
курентоспособными на  фармацевтическом 
рынке может быть обеспечено стремлени-
ем создавать отечественные технологии, 
которые будут отвечать требованиям и  тен-
денциям развития передового фармацевти-

Оптимизация катализа при  синтезе 
или  модификации структуры биологически 
активных соединений (БАС) одновременно мо-
жет решить такие важные задачи, как сниже-
ние энергозатрат, отказ от токсичных рас-
творителей, минимизация использования 
вспомогательных веществ в  ходе синтеза, 
повышение чистоты. Цель исследования  – 
провести оптимизацию методики энзимно-
го синтеза нарингенин-4’-бензоата методом 
математического планирования экспери-
мента. Оценку влияния параметров синтеза 
на  выход сложного эфира нарингенина и  бен-
зойной кислоты проводили методом мате-
матического планирования эксперимента, 
используя построение математической 
модели на  основе уравнения регрессии. Ме-
тодом крутого восхождения определены оп-
тимальные параметры синтеза нарингенин-
4’-бензоата. Максимальный выход целевого 
продукта – нарингенин-4’-бензоата – был до-
стигнут при  температуре синтеза 50°С, 
времени реакции 6 часов, количестве биока-
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лизатора Novozyme 435 (L4777 Sigma-Aldrich) 
по опубликованной нами методике [3], для син-
теза использовали субстанции нарингени-
на (5893 Sigma-Aldrich) и  бензойной кислоты 
(242381 Sigma). Контроль выхода нарингенин-
4’-бензоата проводили методом ВЭЖХ по раз-
работанной и опубликованной методике [3].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В  качестве модельного объекта для  мо-
дификации структуры БАС путем энзимного 
синтеза был выбран нарингенин, который яв-
ляется производным флаванона. Он проявля-
ет противовоспалительные, антимикробные, 
антивирусные свойства  [4–6]. Имеются дан-
ные исследований in  vitro и  in  vivo, которые 
показали инактивацию канцерогенов после 
лечения чистым нарингенином  [7]. Это со-
единение обладает потенциалом применения 
при  сердечно-сосудистых заболеваниях  [8]. 
Особый интерес и  перспективу представляет 
противовирусная и  антиканцерогенная ак-
тивность флавоноидов. Ранее в эксперименте 
in  silico нами была рассмотрена возможность 
связывания 30 флавоноидов-лигандов и  ос-
новной протеазы SARS-CoV-2–3CLpro. В  экс-
перименте изучались производные флавоно-
ла и  флаванона. Общий анализ всех структур 
и  их  активностей позволил предположить, 
что  производные флаванона более активны, 
чем производные флавона [9].

Значительное число исследований по  мо-
дификации флавоноидов в  присутствии эн-
зимов описывает их  этерификацию по  ги-
дроксигруппам углеводного фрагмента 
в гликозидах  [10–15], т. е. при изучении реак-
ций этерификации флавоноидов исследова-
тели чаще используют их  гликозиды. Однако, 
по  нашему мнению, более целесообразной 
будет этерификация агликонов флавоноидов, 
поскольку именно они являются носителями 
фармакофора и  определяют липофильность 

ческого производства и в  первую очередь 
соответствовать параметрам концепции зе-
леной технологии  [1,2]. С  этих позиций наи-
более интересной с теоретической точки зре-
ния и  перспективной в  практическом плане 
является оптимизация процессов катализа. 
Очевидно, что грамотно выстроенная концеп-
ция катализа при  синтезе или  модификации 
структуры биологически активных соедине-
ний (БАС) одновременно может решить такие 
важные задачи, как  снижение энергозатрат, 
отказ от  токсичных растворителей, миними-
зация использования вспомогательных ве-
ществ в  ходе синтеза, повышение чистоты, 
а в  конечно итоге  – снижать себестоимость 
целевого продукта. Синтез новых лекар-
ственных средств (ЛС) сопряжен с  экономи-
ческими и  экологическими проблемами, по-
скольку сталкивается с  многостадийностью 
технологических схем, что  определяется вы-
сокой очисткой индивидуального соединения 
и  все более усложняющейся их  структурой, 
а  также бóльшим использованием часто ток-
сичных растворителей и экстрагентов. В связи 
с  этим, по  нашему мнению, разработку и  оп-
тимизацию схем модификации структур БАС 
путем получения их  полусинтетических про-
изводных с применением биокаталитических 
реакций можно считать актуальной.

Цель исследования  – оптимизировать ме-
тодику синтеза нарингенин-4’-бензоата мето-
дом математического планирования экспери-
мента.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Влияние параметров синтеза на  выход 
нарингенин-4’-бензоата устанавливали мето-
дом математического планирования экспери-
мента, используя построение математической 
модели на  основании уравнения регрессии. 
Синтез целевого продукта  – нарингенин-4’-
бензоата – проводили в присутствии биоката-
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число необходимых опытов для  реализации 
всех возможных сочетаний факторов будет 
равно 16. План и  результат эксперимента 
по  синтезу нарингенин-4’-бензоата представ-
лен в табл. 2.

На основании полученных результатов рас-
считывали значения коэффициентов уравне-
ния регрессии:

	 � (1)

	 b2 = 0,655, b3 = 0,015, b4 = 1,038� (2)

Все коэффициенты в уравнениях регрессии 
имеют положительное значение, это значит, 
что  все выбранные нами факторы оказывают 
влияние на  реакцию синтеза, а  его степень 
прямо пропорциональна значению коэффи-
циентов.

На  основании полученных результатов 
было составлено опорное уравнение регрес-
сии:

	 y = 69,08 + 0,923x1 + 0,655x2 +�
(3)

 
+ 0,015x3 + 1,038x4

Далее согласно матрице эксперимента 
по  результатам опытов в  условиях основного 
уровня проводили оценку дисперсии коэффи-
циентов уравнений. Вначале проводили оцен-
ку дисперсии:

этих соединений, а  этерификация, вероятнее 
всего, должна усилить последний параметр. 
Примечательно, что существует обратная кор-
реляция между числом гидроксигрупп и липо-
фильностью флавоноидов [16]. Одним из путей 
увеличения липофильности является перевод 
гидроксильных групп в сложноэфирные [17].

Ранее нами при  разработке методики эн-
зимного синтеза сложных эфиров ксантофил-
лов был применен метод математического 
планирования эксперимента  [18], который 
показал свою эффективность, поскольку по-
зволяет сократить количество опытов, необхо-
димых для установления оптимальных параме-
тров, а также определить наиболее значимые 
факторы и  степень их как  индивидуального, 
так и совместного влияния на процесс синте-
за. На  основании данных, описанных в  рабо-
те  [19], было решено изучить влияние следу-
ющих факторов: температура синтеза, время 
протекания реакции, количество биокатализа-
тора и скорость перемешивания реакционной 
среды.

Для математического описания рассматри-
ваемого процесса синтеза предварительно 
был построен план эксперимента, вводные 
данные которого представлены в табл. 1.

Для  математического описания вблизи 
начальных точек поверхности отклика, как 
и  в  случае с  синтезом эфиров ксантофил-
лов  [18], использовали варьирование каждо-
го фактора на двух уровнях: +1 и –1. При этом 

Таблица 1

УСЛОВИЯ ПЛАНИРОВАНИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Температура 
Х1, °С

Время 
реакции

Х2, час

Количество 
биокатализатора 

Х3, г

Скорость 
перемешивания

Х4, об/мин

Основной уровень 25 3,5 1,0 45

Интервал варьирования 5 0,5 0,5 15

Верхний уровень (+1) 30 4 1,5 60

Нижний уровень ( – 1) 20 3 0,5 30
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t1 = b1

Sbi

  = 0,923
0,24

 = 3,84 (7)

t2 = 2,73;    t3 = 0,06;     t4 = 4,33

Коэффициент Стьюдента для  третьего 
(t3) фактора меньше табличного значения, 
что  свидетельствует о  несущественном вли-
янии на  выход продукта синтеза количества 
биокатализатора в рассматриваемом интерва-
ле, а значит, его количество можно уменьшить 
до значения нижнего уровня 0,5 г. Наибольшее 
положительное влияние на процесс оказыва-
ют скорость перемешивания (t4), температура 
(t1) и время реакции (t2). Таким образом, после 
математического моделирования процесса 

	 � (4)

Затем определяли среднюю квадратичную 
погрешность:

	 � (5)

Для  выявления значимости коэффициен-
тов уравнений регрессии рассчитывали вели-
чину критерия Стьюдента и  сравнивали рас-
четное значение с табличным – 2,57 [20]:

t0 = b0

Sbi

 = 68,53
0,24

 = 285,5 (6)

Таблица 2

ПЛАН И РЕЗУЛЬТАТ ЭКСПЕРИМЕНТА ПО СИНТЕЗУ НАРИНГЕНИН-4’-БЕНЗОАТА

№  
опыта

Уровни факторов Экспериментальное 
значение У, %X1 X2 X3 X4

1 +1 +1 +1 +1 71,15

2 +1 –1 +1 +1 70,89

3 –1 +1 +1 +1 70,11

4 –1 –1 +1 +1 68,48

5 +1 +1 –1 +1 71,03

6 +1 –1 –1 +1 70,72

7 –1 +1 –1 +1 70,04

8 –1 –1 –1 +1 68,55

9 +1 +1 +1 –1 69,86

10 +1 –1 +1 –1 68,22

11 –1 +1 +1 –1 67,93

12 –1 –1 +1 –1 66,15

13 +1 +1 –1 –1 69.88

14 +1 –1 –1 –1 68,30

15 –1 +1 –1 –1 67,91

16 –1 –1 –1 –1 66,12
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После этого рассчитывали значение крите-
рия Фишера:

	 � (11)

Расчетное значение критерия Фишера соста-
вило 0,52, что не превышает табличное значение 
этого показателя – F0,95(15,5) = 2,90 [20], следова-
тельно, разработанная модель адекватна.

На следующем этапе проводили оптимиза-
цию процесса синтеза, параметром оптимиза-
ции служил выход конечного продукта в про-
центах от максимального расчетного значения. 
Для  этого использовали метод крутого вос-
хождения, результаты которого представлены 
в табл. 3. Начальной точкой движения был вы-
бран эксперимент с наилучшими результатами, 
полученными при построении модели.

Варьирование факторов проводили в  со-
ответствии с их влиянием на процесс синтеза 
и с учетом величины коэффициентов для каж-
дого фактора в окончательном уравнении ре-
грессии. Наибольшее значение коэффициента 
наблюдается у  четвертого и  первого факто-
ров – это скорость перемешивания и темпера-
тура реакции, поэтому их  шаг варьирования 

синтеза была установлена количественная 
степень влияния факторов.

После оценки значимости влияния факто-
ров на  процесс синтеза уравнение приняло 
окончательный вид:

     y = 69,08 + 0,923x1 + 0,655x2 + 1,038x4� (8)

Для  проверки адекватности математиче-
ской модели в  окончательное уравнение ре-
грессии (формула 8) подставляли эксперимен-
тальные данные, представленные в  табл.  2, 
и  рассчитывали теоретические значения вы-
хода нарингенин-4’-бензоата. Ниже приведен 
пример определения расчетного содержания:

y1 = 69,08 + 0,923(+1) + 0,655(+1) + 
+ 1,038(+1) = 52,53

По полученным данным рассчитывали сум-
му квадратов отклонений экспериментальных 
данных от  теоретических и  дисперсию адек-
ватности, где k – число факторов:

	 � (9)

	 � (10)

Таблица 3

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ОПТИМАЛЬНЫХ ПАРАМЕТРОВ СИНТЕЗА НАРИНГЕНИН-4’-БЕНЗОАТА 
МЕТОДОМ КРУТОГО ВОСХОЖДЕНИЯ

Характеристика Х1, °С Х2, час Х3, г Х4, об/мин y, %

Начальная точка движения 30 4,0 0,5 60 71,15

Единица варьирования 5 0,5  – 15  – 

Коэффициент в уравнении 
регрессии

0,923 0,655  – 1,038  – 

Опыт 1 35 4,5 0,5 75 74,26

Опыт 2 40 5,0 0,5 90 77,50

Опыт 3 45 5,5 0,5 105 81,69

Опыт 4 50 6,0 0,5 120 84,44

Опыт 5 55 6,5 0,5 135 82,31
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был максимальным, для  незначимого факто-
ра – количество биокатализатора – его значе-
ние принимали на минимальном уровне 0,5 г 
во всех экспериментах. Результаты выбора оп-
тимальных условий синтеза методом крутого 
восхождения представлены в табл. 3.

В  результате поиска оптимальных значе-
ний в четвертом опыте при температуре 50°С, 
времени реакции 6 часов, количестве биоката-
лизатора 0,5 г и скорости перемешивания 120 
об/мин был достигнут максимальный выход 
продукта синтеза  – около 84%. Дальнейшее 
увеличение параметров не  приводило к  уве-
личению выхода продукта, о чем  свидетель-
ствуют результаты опыта 5: около 82%.

ВЫВОДЫ

С  помощью построения математической 
модели и  поиска оптимальных условий мето-
дом крутого восхождения был увеличен вы-
ход нарингенин-4’-бензоата с 71% в начальных 
условиях эксперимента до 84%. На основании 
экспериментальных данных и  теоретических 
расчетов определены оптимальные параметры 
синтеза нарингенин-4’-бензоата: количество 
биокатализатора  – 0,5  г, температура синте-
за – 50°С, время синтеза – 6 ч, скорость пере-
мешивания реакционной среды – 120 об./мин. 
Ввиду того, что  флавоноиды обладают схоже-
стью структур, а следовательно, близкими хи-
мическими свойствами, то, вероятнее всего, 
в дальнейшем можно будет экстраполировать 
результаты оптимизации параметров синте-
за нарингенин-4’-бензоата на  синтез сложных 
эфиров других флавоноидов.
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OPTIMIZATION OF PARAMETERS OF ENZYMATIC SYNTHESIS OF 
NARINGENIN 4’-BENZOATE USING THE METHOD OF MATHEMATICAL 

EXPERIMENT PLANNING

S. V. Pechinskii1, 2, E. T. Oganesyan1, A. G. Kuregyan1, A. A. Markaryan2

1 Pyatigorsk Medical and Pharmaceutical Institute  – branch of the Federal State Budgetary Educational 
Institution of Higher Education VolgGMU of the Ministry of Health of Russia, Pyatigorsk, Russia
2 Federal State Budgetary Educational Institution of Higher Education Moscow State Medical and Dental 
University named after A. I. Evdokimov of the Ministry of Health of Russia, Moscow, Russia

Optimizing catalysis in the synthesis or modification of the structure of biologically active compounds 
(BACs) can simultaneously solve such important problems as reducing energy costs, eliminating toxic 
solvents, minimizing the use of excipients during synthesis, increasing purity and, finally, reducing the 
cost of   the target product. The purpose of the study is to optimize the method of enzymatic synthesis 
of  naringenin-4'-benzoate using the method of mathematical experimental design. The influence 
of synthesis parameters on the yield of the ester of naringenin and benzoic acid was assessed by the method 
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of mathematical experimental planning, using the construction of a mathematical model based on 
a regression equation. The optimal parameters for the synthesis of naringenin-4'-benzoate were determined 
using the steep ascent method. The maximum yield of the target product, naringenin-4'-benzoate, was 
achieved at a synthesis temperature of 50°C, a reaction time of 6 hours, an amount of biocatalyst of 0.5 g, 
and a stirring speed of 120 rpm. The maximum influence on the yield of the reaction product is exerted by 
the stirring speed, temperature and synthesis time. The constructed mathematical model and the choice 
of optimal conditions for the synthesis of naringenin-4'-benzoate using the steep ascent method ensured 
an increase in the yield of the ester to 84% and made it possible to establish the quantitative influence of all 
studied parameters on the process of its synthesis.

Keywords: mathematical planning of an experiment, steep ascent, naringenin, benzoic acid, 
biocatalysis, esterification


