
Ли па зы (КФ 3.1.1.3) пред став ля ют со бой
класс гид ро лаз, ко то рые рас щеп ля ют слож но э фир -
ную связь в триг ли це ри дах на гра ни це раз де ла фаз 
вода—мас ло. Ли па за фрак ции В из дрож жей Pse u -
do zy ma (Can di da) an tar c ti ca (CALB) яв ля ет ся фер -
мен том, чрез вы чай но ши ро ко вос тре бо ван ным
для со зда ния дру же ст вен ных окру жа ю щей сре де
тех но ло ги че ских про цес сов «зе ле ной хи мии» бла -

го да ря осо бен но стям свое го стро е ния и про ме жу -
точ но му по ло же нию меж ду эс те ра за ми и ис тин ны -
ми меж фаз но ак ти ви ру е мы ми ли па за ми. Ис по ль -
зо ва ние CALB для осу ще ст в ле ния био ка та ли ти че -
ских про цес сов вза мен хи ми че ских транс фор ма -
ций опре де ля ет ся ши ро кой суб ст рат ной спе ци -
фич но стью дан но го фер мен та, его вы со кой сте -
рео- и по зи ци он ной се лек тив но стью, а так же спо -
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Тех  но ло  ги че ск ие би о ка  та  ли за т о ры н а осн о ве  л и па зы  
Ca n di  da an tar  c t i  ca  и  их при ме не  ние

Об зор пос вя щен проб ле ме соз да ния и прак ти чес ко го при ме не ния тех но ло ги чес ких
би о ка та ли за то ров на ос но ве ли па зы фрак ции В из дрож жей Pseudozyma (Candida)
antarctica (CALB). Уни каль ность дан но го фер мен та, обес пе чи ва ю щая ши ро чай шие 
воз мож нос ти его прак ти чес ко го ис поль зо ва ния, оп ре де ля ет ся его про ме жу точ ным
по ло же ни ем меж ду эс те ра за ми и ис тин ны ми меж фаз но ак ти ви ру е мы ми ли па за ми.
Про яв ляя ши ро кую суб с т рат ную спе ци фич ность в от но ше нии син те за- гид ро ли за
мно го чис лен ных эфи ров, ами дов и ти о лов, при су щую эс те ра зам, CALB об ла да ет
спо соб нос тью ли паз фун к ци о ни ро вать на гра ни це раз де ла фаз эмуль ги ро ван ных
суб с т ра тов и в сре де ор га ни чес ких рас т во ри те лей, де мон с т ри руя при этом вы со кую 
тер мос та биль ность, то ле ран т ность к при сут с т вию как по ляр ных, так и не по ляр -
ных рас т во ри те лей, а так же сте ре о- и по зи ци он ную се лек тив ность. Из вес т ные под -
хо ды к им мо би ли за ции CALB об суж де ны с точ ки зре ния стро е ния и свойств фер -
мен та, а так же це ле во го наз на че ния по лу ча е мо го би о ка та ли за то ра. Обоб ще ны име -
ю щи е ся в ли те ра ту ре све де ния о воз мож нос тях прак ти чес ко го ис поль зо ва ния би о ка -
та ли за то ров на ос но ве CALB. 

Клю че вые сло ва: би о ка та ли за то ры, им мо би ли за ция, ли па за В Candida antarctica, CALB.
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Сер гей Вик то ро вич.

Спи сок со кра ще ний: БК — био ка та ли за тор; ГА — глу та ра ль де гид; [BMIm][dca] — 1-бу тил-3-ими да зо лий ди ци а на мид; BSA —
бы чий сы во ро точ ный аль бу мин; CALB — ли па за В Can di da an tar c ti ca; CLECs — по пе реч но сши тые фер мен т ные кри с тал лы;
CLEs — амор ф ный оса док сши то го фер мен та; CLE As — по пе реч но сши тые фер мен т ные аг ре га ты; PEG — по ли эти лен г ли коль; 
scCO2 — су пер кри ти че ский ди ок сид уг ле ро да; SDS — до де цил су ль фат на трия.

* Ав то р для пе ре пи с ки.



соб но стью ра бо тать в ге те ро ген ных си с те мах (на
гра ни це раз де ла фаз) и в ор га ни че ских рас тво ри те -
лях при ма лом со дер жа нии воды, осу ще ст в ляя
про цес сы гид ро ли за, ами но ли за, эте ри фи ка ции и
пе ре эте ри фи ка ции раз но об раз ных низ ко мо ле ку -
ляр ных и вы со ко мо ле ку ляр ных суб ст ра тов.

Клю че вым фак то ром прак ти че ско го при ме -
не ния фер мен та яв ля ет ся воз мож ность его ис по ль -
зо ва ния в фор ме ге те ро ген но го тех но ло ги че ско го
био ка та ли за то ра (БК), что обес пе чи ва ет по вы ше -
ние ста би ль но сти фер мен та, воз мож ность его мно -
го крат но го приме не ния, а так же от сут ст вие бел ко -
во го за гряз не ния ре ак ци он ной сме си. Стра те гия
со зда ния тех но ло ги че ских био ка та ли за то ров на
осно ве CALB име ет свои осо бен но сти, свя зан ные 
со струк ту рой и ка та ли ти че ски ми свой ст ва ми это -
го фер мен та. 

По ми мо бо ль шо го при клад но го зна че ния
CALB пред став ля ет на уч ный ин те рес в ка че ст ве
пре крас но го объ ек та для кон фор ма ци он ной ин же -
не рии — ва рь и ро ва ния свойств био ка та ли за то ра
(ак тив но сти, ста би ль но сти, се лек тив но сти) пу -
тем на прав лен но го воз дей ст вия на кон фор ма цию
бел ка при ис по ль зо ва нии раз лич ных ме то дик им -
мо би ли за ции.

ОСНОВ НЫЕ СВОЙ СТ ВА CALB

Изу че ние CALB на ча лось с кон ца 1980-х го -
дов по сле того, как из дрож жей Can di da an tar c ti -
ca, об на ру жен ных в во дах веч но по кры то го льдом
озе ра Ван да в Ан тар к ти де, были вы де ле ны два
фер мен та (фрак ции А и В), об ла да ю щие ли по ли ти -
че ской ак тив но стью [1—3]. Ли па за фрак ции В с
мо ле ку ляр ной мас сой 33 кДа и pI = 6,0—6,8 (по
раз ным дан ным) [4—7] при влек ла вни ма ние ис -
сле до ва те лей бла го да ря своей вы со кой энан ти о се -
лек тив но сти в про цес сах гид ро ли за и ор га ни че -
ско го син те за, при чем как в во дной, так и в не вод -
ной сре дах [6, 8—13]. Кро ме того, CALB ве сь ма
ста би ль на. В во дной сре де фер мент со хра ня ет ис -
ход ную кон фор ма цию в диа па зо не рН 3,5—9,5, а
тем пе ра ту ра его де на ту ра ции со став ля ет 50—60° 
в за ви си мо сти от рН [11]. По сле ин ку ба ции в те че -
ние 5 мин при 100°  в во дной сре де CALB со хра ня -
ет око ло 50% ак тив но сти [14]. В не вод ных сре дах
тер мо ста би ль ность CALB зна чи те ль но воз ра с та -
ет, что по зво ля ет мно го крат но ис по ль зо вать фер -
мент при вы со ких тем пе ра ту рах (60—120°) в ор га -
ни че ских рас тво ри те лях [14, 15], ион ных жид ко -
стях [16—19] и су пер кри ти че ской дву оки си уг ле -
ро да [17] (жид ко сти в су пер кри ти че ском со сто я -
нии ис по ль зу ют ся в тех но ло гии в ка че ст ве за ме ни -
те лей ор га ни че ских рас тво ри те лей), а так же в сме -

си с твер дым по ли ме ром (сук ци на том по ли бу ти ле -
на) в эк ст ру де ре в сре де дих ло рэ та на [14] или при
ге те ро ген ном ка та ли зе га зо фаз ных про цес сов [20].
Так, CALB успеш но фун к ци о ни ру ет как в не по ляр -
ных (на при мер, гек сан, изо ок тан), так и в по ляр -
ных (на при мер, аце тон, аце то нит рил, ди ок сан) ор -
га ни че ских рас тво ри те лях [6, 11, 12, 15, 21—24].
Об ак тив но сти CALB в ион ных жид ко стях сви де -
те ль ст ву ют ра бо ты [16—18, 25, 26]; в су пер кри ти -
че ской дву оки си уг ле ро да — ис сле до ва ния [17,
27, 28]. По ло же ние тер мо ди на ми че ско го рав но ве -
сия фер мен та тив ной ре ак ции син те за-гид ро ли за,
про те ка ю щей в сре де ор га ни че ско го рас тво ри те -
ля, опре де ля ет ся на ли чи ем оста точ ной воды в ре -
ак ци он ной сре де. Спо соб ность CALB со хра нять
ак тив ность при чрез вы чай но низ ком со дер жа нии
воды обес пе чи ва ет до сти же ние вы со ко го вы хо да
про дук тов син те таз ных ре ак ций [11, 21, 22, 29].

СТРУК ТУ РА И МЕ ХА НИЗМ ДЕЙ СТ ВИЯ CALB

Ис сле до ва ния струк ту ры мо ле ку лы CALB,
со ста ва и стро е ния ее ак тив но го цен т ра по зво ли -
ли рас крыть ме ха низ мы меж фаз ной ак ти ва ции
фер мен та, его ка та ли ти че ско го дей ст вия, а так же
энан тио- и по зи ци он ной се лек тив но сти [4, 13,
30—33].

По ли пеп тид ная цепь CALB со сто ит из 317
ами но кис лот и име ет ха рак тер ную для гид ро лаз
/-фол дин го вую струк ту ру [4, 13]. Кри с тал лог ра -
фи че ские ис сле до ва ния CALB [4, 30] по ка за ли,
что бел ко вая гло бу ла фер мен та — это эл лип со ид
раз ме ром 304050 A. При этом ак тив ный центр
фер мен та пред став ля ет со бой уз кий «кар ман» раз -
ме ром при мер но 104 A при бо ль шой глу би не —
12 A.

CALB, как и дру гие ли па зы, от но сит ся к
клас су се ри но вых про те аз, ха рак тер ной чер той ко -
то рых яв ля ет ся на ли чие в ка та ли ти че ском до ме не
трех ами но кис лот клас си че ской ка та ли ти че ской
три а ды Ser-His-Asp, иг ра ю щих роль нук ле о фи ла,
кис ло ты и осно ва ния, со от вет ст вен но [13, 34—38]. 
В СALB ка та ли ти че ская три а да рас по ла га ет ся у
С-кон це во го уча ст ка мо ле ку лы и со сто ит из Ser105,
Asp187 и His224 [4, 30]. Ак тив ный центр СALB
вклю ча ет так же об ра зо ван ный не ско ль ки ми гид -
ро фоб ны ми ами но кис лот ны ми остат ка ми сте ре ос -
пе ци фи че ский кар ман, обес пе чи ва ю щий свя зы ва -
ние суб ст ра та с фер мен том, и ок си а ни он ную по -
лость (Thr40 и Gln106), ста би ли зи ру ю щую пе ре -
ход ные со сто я ния (тет ра эд ра ль ные ком п лек сы)
при ка та ли ти че ском акте [4, 11, 31—34]. Сте ре о -
с пе ци фи че ский кар ман СALB со сто ит из двух ка на -
лов, бо ль ший из ко то рых от вет ст ве нен за свя зы ва -
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ние аци ль ной ча с ти суб ст ра та, а ме нь ший — спир -
то вой. В со от вет ст вии с фи зи че ски ми раз ме ра ми
свя зы ва ю щих до ме нов СALB про яв ля ет от но си -
те ль но ши ро кую спе ци фич ность в от но ше нии
аци ль ных до но ров и вы со кую хе мо- и сте ре о се -
лек тив ность в от но ше нии стро е ния спир то вой ча с -
ти суб ст ра та [11, 13, 21, 39].

Ме ха низм дей ст вия СALB ана ло ги чен ме ха -
низ му дей ст вия дру гих се ри но вых про те аз [4, 30,
40]. Ка та ли ти че ский акт про те ка ет че рез об ра зо ва -
ние ацил-фер мен т но го ком п лек са и двух тет ра эд -
ра ль ных про ме жу точ ных со е ди не ний. Нук ле о фи -
ль ная ата ка гид ро кси ль ной груп пы Ser105 на уг ле -
род ный атом эфир ной свя зи суб ст ра та при во дит к
об ра зо ва нию пер во го тет ра эд ра ль но го про ме жу -
точ но го со е ди не ния, пре вра ща ю ще го ся в ацил-
 фер мен т ный ком п лекс по сле от щеп ле ния спир та.
В ре зу ль та те нук ле о фи ль ной ата ки воды на ацил-
 фер мен т ный ком п лекс об ра зу ет ся вто рое тет ра эд -
ра ль ное про ме жу точ ное со е ди не ние, рас па да ю ще -
е ся за тем с об ра зо ва ни ем кис ло ты и сво бод но го
фер мен та. Изу че ние ки не ти ки дей ст вия  ли паз, в
ча ст но сти СALB, в фор ме ге те ро ген но го био ка та -
ли за то ра, осу ще ст в ле но в ряде ис сле до ва ний
[41, 42].

Важ ной осо бен но стью бо ль шин ст ва ли паз
яв ля ет ся на ли чие мо би ль ной склад ча той ам фи фи -
ль ной оли го пеп тид ной струк ту ры (так на зы ва е -
мой «крыш ки»), эк ра ни ру ю щей до ступ к ак тив но -
му цен т ру. Ее по ло же ние опре де ля ет ре а ли за цию
от кры той (ак тив ной) и за кры той (не ак тив ной)
фор мы фер мен та [13, 37, 43—48], т.е. обес пе чи ва -
ет меж фаз ную ак ти ва цию фер мен та при его кон -
так те с гид ро фоб ной по вер х но стью за счет струк -
тур ных из ме не ний в бел ко вой гло бу ле. Ме то да ми
на прав лен но го му та ге не за была по ка за на роль
оли го пеп тид ной крыш ки в ак тив но сти, спе ци фич -
но сти и кон фор ма ци он ной ста би ль но сти  ли паз
[47, 49]. Крыш ка в мо ле ку ле CALB об ра зо ва на пет -
лей ко рот кой по движ ной -спи ра ли (-5) от
Thr142 до Alа46, в ко то рой гид ро фоб ная часть на -
прав ле на в сто ро ну ак тив но го цен т ра, а гид ро фи -
ль ная на ру жу, при чем сама крыш ка не ве ли ка и не -
пол но стью за кры ва ет ак тив ный центр [3, 6,
49—51]. Вслед ст вие это го фер мент об ла да ет спо -
соб но стью ад сор би ро ва ть ся и фун к ци о ни ро вать
на по вер х но сти раз де ла фаз, од на ко эф фект по вер -
х но ст ной ак ти ва ции  у него вы ра жен сла бо или не
на блю да ет ся во все [11, 37, 52, 53].  В от ли чие от
дру гих ли паз CALB не об ла да ет спо соб но стью об -
ра зо вы вать мо ле ку ляр ные ди ме ры даже при вы со -
кой кон цен т ра ции бел ка в во дном рас тво ре в от -
сут ст вие де тер ген тов [54] и лег ко, с не зна чи те ль -
ны ми кон фор ма ци он ны ми из ме не ни я ми, при ни -

ма ет от кры тую фор му [50, 51], что опре де ля ет ее
уни ка ль ную суб ст рат ную спе ци фич ность и спо -
соб ность осу ще ст в лять ре ак ции в во дной сре де и
в по ляр ных рас тво ри те лях. 

Кон фор ма ци он ные из ме не ния мо ле ку лы
CALB в по вер х но ст ном мо но слое мик ро эму ль -
сии, со про вож да ю щи е ся уве ли че ни ем ак тив но -
сти фер мен та, не дав но про де мон ст ри ро ва ны в ра -
бо те [55].

СПЕ ЦИ ФИЧ НОСТЬ И СЕ ЛЕК ТИВ НОСТЬ CALB

CALB гид ро ли зу ет триг ли це ри ды и эте ри -
фи ци ру ет гли це рин, де мон ст ри руя при этом 1,3-ре -
ги о се лек тив ность [5, 53]. Од на ко по срав не нию с
дру ги ми ли па за ми она ме нее эф фек тив на при гид -
ро ли зе триг ли це ри дов, осо бен но име ю щих длин -
ные жир но кис лот ные остат ки. CALB про яв ля ет
эс те раз ную ак тив ность, осу ще ст в ляя ре ак ции эте -
ри фи ка ции и пе ре эте ри фи ка ции од но атом ных и
двух атом ных спир тов, ами нов, ами нос пир тов, ре -
ак ции гид ро ли за со от вет ст ву ю щих эфи ров, а так -
же син те за-гид ро ли за ами дов и ти о лов [11, 39,
40]. От но си те ль но низ кая ак тив ность CALB при
гид ро ли зе триг ли це ри дов с длин ны ми жир но кис -
лот ны ми остат ка ми и ее спо соб ность лег ко при ни -
мать от кры тую кон фор ма цию бла го да ря ма лым
раз ме рам оли го пеп тид ной крыш ки по зво ля ют от -
не с ти CALB к фер мен там, за ни ма ю щим про ме жу -
точ ное по ло же ние меж ду эс те ра за ми и ис тин ны ми
меж фаз но ак ти ви ру е мы ми ли па за ми [4, 11, 30].

Суб ст рат ная спе ци фич ность CALB, вклю -
чая энан тио-, хе мо- и ре ги о се лек тив ность, а так -
же вли я ние на ее се лек тив ность со ста ва сре ды и
тем пе ра ту ры по сто ян но изу ча ют ся и обоб ща ют -
ся, от кры вая все бо лее ши ро кие воз мож но сти для
прак ти че ско го ис по ль зо ва ния фер мен та [6, 11, 18,
39, 40, 52, 56—63]. Эф фек тив ным ин ст ру мен том
ис сле до ва ния суб ст рат ной спе ци фич но сти CALB
яв ля ют ся ме то ды мо ле ку ляр но го мо де ли ро ва ния,
осно ван ные на дан ных о кри с тал лог ра фи че ской
струк ту ре бел ка. По лу чен ные при этом ре зу ль та -
ты на хо дят эк с пе ри мен та ль ное под твер ж де ние
при изу че нии раз лич ных транс фор ма ций, осу ще -
ст в ля е мых СALB, и по зво ля ют со зда вать му тан т -
ные фор мы с за дан ны ми свой ст ва ми ме то да ми ра -
цио на ль но го ди зай на [32, 34, 37, 60].

Вы со кая энан ти о се лек тив ность СALB была
пред ска за на на осно ва нии струк тур но го мо де ли -
ро ва ния про ме жу точ ных тет ра эд ра ль ных ком п лек -
сов, по ка зав ше го, что то ль ко R-энан ти о ме ры
эфир ных суб ст ра тов свя зы ва ют ся с груп па ми гид -
ро фоб но го до ме на фер мен та в про стран ст вен ной
ори ен та ции, при год ной для да ль ней ше го про те ка -
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ния ка та ли ти че ско го акта [4, 11, 39]. С тер мо ди на -
ми че ской точ ки зре ния энан ти о се лек тив ность СALB 
ба зи ру ет ся на раз ли чии зна че ний сво бод ной энер -
гии ак ти ва ции R- и S-изо ме ров в фер мен та тив ном
про цес се [13, 31, 34, 56, 64]. Мно го чис лен ные эк с -
пе ри мен та ль ные и мо де ль ные ис сле до ва ния под -
твер ди ли вы со кую R-се лек тив ность СALB [13, 21,
31—33, 39], а так же по зво ли ли ме то да ми на прав -
лен но го му та ге не за со здать S-се лек тив ный му тант
[31]. Ме то дом ра цио на ль но го ди зай на энан ти о се -
лек тив ность СALB в про цес се ки не ти че ско го раз -
де ле ния 1-хлор-2-ок та но ла была по вы ше на вдвое
пу тем то чеч ной му та ции Ser47Ala [64].

O/N-по зи ци он ная се лек тив ность СALB изу -
че на на при ме ре аци ли ро ва ния ами нос пир тов ми -
ри сти но вой кис ло той [65, 66]. По ка за но, что она
опре де ля ет ся дли ной цепи аци ль но го до но ра, на -
ли чи ем нук ле о фи ла в -по зи ции к ами ног руп пе, а
так же свой ст ва ми ор га ни че ско го рас тво ри те ля, ис -
по ль зу е мо го в ка че ст ве ре ак ци он ной сре ды. По зи -
ци он ная O-се лек тив ность и R-энан ти о се лек тив ность
СALB в ре ак ции аци ли ро ва ния ами нос пир та
S/R-про па но ла ви ни ла це та том уста нов ле на эк с пе -
ри мен та ль но и под твер ж де на мо де ли ро ва ни ем
ацил-фер мен т ных ком п лек сов [32, 33]. Изу че ние
хе мо- и ре ги о се лек тив но сти СALB при аци ли ро -
ва нии ли зин со дер жа щих пеп ти дов оле и но вой кис -
ло той по ка за ло пре крас ное сов па де ние те о ре ти че -
ских пред ска за ний, сде лан ных на осно ва нии мо ле -
ку ляр но го мо де ли ро ва ния ацил-фер мен т ных ком п -
лек сов, и эк с пе ри мен та ль ных дан ных о пред поч -
ти те ль ном N-аци ли ро ва нии остат ков ли зи на [67].

Осно во по ла га ю щая роль вто рич ной струк -
ту ры мо ле ку лы СALB, ко то рая опре де ля ет ся ис по -
ль зу е мым ор га ни че ским рас тво ри те лем, для ре ги -
о се лек тив но сти фер мен та при син те зе мо но- и ди -
э фи ров была про де мон ст ри ро ва на на при ме ре эте -
ре фи ка ции фрук то зы ла у ри но вой кис ло той [23].

Ген CALB был кло ни ро ван и эк с п рес си ро -
ван в раз лич ных си с те мах, та ких как As per gil lus
ory zae [18, 68], Sac cha ro my ces ce re vi siae [69], Es c -
he ric hia co li [70, 71], Yar ro wia li po ly ti ca [72], Pic -
hia pas to ris [73—75]. Ре зу ль та ты, обес пе чи ва ю щие
уро вень про дук ции це ле во го фер мен та, при год -
ный для про мыш лен но го ис по ль зо ва ния (3—5 г/л), 
до стиг ну ты в по след нее время с ис по ль зо ва ни ем
Pic hia pas to ris [76, 77]. Ме то да ми на прав лен но го
му та ге не за со зда ны штам мы, про ду ци ру ю щие му -
тан ты CALB с рас ши рен ной спе ци фич но стью
или по вы шен ной се лек тив но стью [31, 34, 49, 64,
78—81]. На при мер, за ме на Ser105, вхо дя ще го в ка -
та ли ти че скую три а ду CALB, на Ala по зво ли ла по -
лу чить му тант гид ро ли ти че ско го фер мен та, спо -
соб ный к син те зу С—С-свя зей с по мо щью ре ак -

ции аль до ль ной кон ден са ции [79, 80]. С ис по ль зо -
ва ни ем ме то дов компь ю тер но го мо де ли ро ва ния
со зда ны му тан ты CALB, об ла да ю щие по вы шен -
ной ста би ль но стью в гид ро фи ль ных ор га ни че -
ских рас тво ри те лях [82] или уве ли чен ной тер мо -
ста би ль но стью [83].

МЕ ТО ДЫ ИМ МО БИ ЛИ ЗА ЦИИ ФЕР МЕН ТОВ

Со зда ние био ка та ли ти че ской тех но ло гии,
кон ку рен тос по соб ной по срав не нию с хи ми че ски -
ми ме то да ми син те за, воз мож но то ль ко при при ме -
не нии ге те ро ген ных био ка та ли за то ров, по лу ча е -
мых пу тем им мо би ли за ции не об хо ди мых фер мен -
тов [84—87]. Основ ны ми ме то да ми, ис по ль зу е мы -
ми для по лу че ния тех но ло ги че ских био ка та ли за -
то ров, яв ля ют ся сле ду ю щие: ад сор б ция фер мен та 
на но си те ле; вклю че ние фер мен та в ге ле вые мат -
ри цы или по ли мер ные обо лоч ки; ко ва лен т ное свя -
зы ва ние фер мен та с но си те лем (од но то чеч ное или 
мно го то чеч ное); по пе реч ная сшив ка мо ле кул, кри -
с тал лов или фи зи че ских аг ре га тов фер мен та (им -
мо би ли за ция без но си те ля). Не до стат ки фи зи че -
ских ме то дов им мо би ли за ции (ад сор б ция или
вклю че ние), та кие как об ра ти мость свя зы ва ния и
низ кая ста би ль ность про дук та, мо гут быть устра не -
ны пу тем ко ва лен т ной сшив ки ад сор би ро ван но го
или вклю чен но го в мат ри цу фер мен та [85, 88—93].

Вы бор наи луч ше го для дан но го фер мен та
ме то да им мо би ли за ции и его оп ти ми за ция, учи ты -
ва ю щая как струк ту ру и свой ст ва бел ка, так и спе -
ци фи ку це ле вой транс фор ма ции, по зво ля ют до -
стичь вы со кой про из во ди те ль но сти раз ра ба ты ва е -
мой био ка та ли ти че ской тех но ло гии (см., на при -
мер, [94—97]). Бо лее того, им мо би ли за ция фер -
мен та яв ля ет ся спо со бом ва рь и ро ва ния его спе ци -
фич но сти пу тем фик са ции опре де лен ных кон фор -
ма ци он ных из ме не ний бел ко вой гло бу лы [98—101]. 
При род ная спо соб ность CALB и дру гих ли паз
фун к ци о ни ро вать на по вер х но сти раз де ла фаз, а
так же хо ро шая изу чен ность из ме не ний в их струк -
ту ре при ка та ли ти че ском акте и ва рь и ро ва нии со -
ста ва сре ды де ла ет эти фер мен ты удоб ны ми объ ек -
та ми для кон фор ма ци он ной ин же не рии [50, 51,
98, 101—105].

Им мо би ли за ци он ная фик са ция ли паз, в ча -
ст но сти CALB, в от кры той ак тив ной фор ме, на ко -
то рую на прав ле ны уси лия ис сле до ва те лей [84,
85], мо жет быть до стиг ну та раз лич ны ми об суж да -
е мы ми ниже при е ма ми. С точ ки зре ния раз ра бот -
ки ме то дов им мо би ли за ции CALB су ще ст вен ны
та кие осо бен но сти струк ту ры дан но го фер мен та,
как вы со кая сте пень гид ро фоб но сти его по вер х но -
сти [51], ло ка ли за ция гид ро фоб ных и гид ро фи ль -
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ных остат ков в виде бо ль ших раз де ль ных по вер х -
но ст ных зон [85, 106], а так же рас по ло же ние бо ль -
шей ча с ти до ступ ных остат ков ли зи на в гид ро фи -
ль ных зо нах по вер х но сти бел ко вой гло бу лы вда ли 
от ак тив но го цен т ра фер мен та [30, 94, 96, 106],
что по зво ля ет во вле кать их в про цес сы мо ди фи ка -
ции и ко ва лен т ной сшив ки без су ще ст вен ных по -
терь фер мен та тив ной ак тив но сти. Важ ней шую
роль при по лу че нии БК на осно ве CALB иг ра ет ме -
ха низм по вер х но ст ной ак ти ва ции фер мен та при
его ад сор б ции на гид ро фоб ных по вер х но стях [6,
49, 51, 85], обес пе чи ва ю щий струк тур ные из ме не -
ния бел ко вой гло бу лы, су ще ст вен ные для ка та ли -
за и ста би ль но сти фер мен та, ко то рые мо гут быть
за фик си ро ва ны в ре зу ль та те им мо би ли за ции.

При со зда нии тех но ло ги че ских БК пред поч -
ти те ль ным яв ля ет ся ис по ль зо ва ние ме зо-, мак ро-
или ги га по ри стых но си те лей [107], так как для эф -
фек тив но го за пол не ния фер мен том внут рен ней
по вер х но сти мат ри цы раз мер пор дол жен быть по
край ней мере в 4—5 раз бо ль ше, чем раз мер им мо -
би ли зу е мо го бел ка [108—111], т.е. в слу чае CALB
око ло 25 нм. Од на ко из-за на ли чия диф фу зи он -
ных огра ни че ний в ходе био ка та ли ти че ских транс -
фор ма ций то ль ко при раз ме ре пор око ло 100 нм
(мак ро по ры) ка та ли ти че ская ак тив ность БК пе ре -
ста ет за ви сеть от дан но го па ра мет ра [109, 112]. На 
вы ход, ак тив ность и ста би ль ность им мо би ли зо -
ван но го фер мен та влия ют так же раз мер внут рен -
ней по вер х но сти но си те ля и раз мер ча с тиц [85,
113, 114]. В слу чае CALB ре ша ю щее зна че ние име -
ет при ро да по вер х но сти но си те ля, что бу дет про -
де мон ст ри ро ва но ниже на кон к рет ных при ме рах.

Важ ную роль иг ра ет ме ха ни че ская проч -
ность но си те ля и его устой чи вость к хи ми че ским, 
тем пе ра тур ным и иным стрес сам, так как эти фак -
то ры ре ша ю щим об ра зом влия ют на опе ра ци он -
ную ста би ль ность БК и в ко неч ном ито ге на эко но -
ми че скую эф фек тив ность био ка та ли ти че ской тех -
но ло гии в це лом [114, 115]. От ме тим, что та кая эф -
фек тив ность (по лу че ния БК и его эк с п лу а та ции)
яв ля ет ся важ ным кри те ри ем при осу ще ст в ле нии
ком п лек с ной оп ти ми за ции про цес сов им мо би ли -
за ции CALB и це ле вой био ка та ли ти че ской транс -
фор ма ции [95, 113]. 

Основ ные име ю щи е ся в ли те ра ту ре дан ные
по по лу че нию ге те ро ген ных БК пу тем им мо би ли -
за ции CALB обоб ще ны в таб ли це. Сле ду ет ска зать,
что со по став ле ние ре зу ль та тов, по лу чен ных в раз -
лич ных ра бо тах, си ль но за труд не но из-за раз ли чия
ис по ль зу е мых ме то дов опре де ле ния фер мен та тив -
ной ак тив но сти, усло вий те с ти ро ва ния ста би ль но -
сти по лу чен но го пре па ра та и оцен ки эф фек тив но -
сти про цес са им мо би ли за ции (соб ст вен но вы ход

им мо би ли зо ван но го фер мен та или со от но ше ние
ак тив но сти свя зан но го и сво бод но го бел ка).

ИМ МО БИ ЛИ ЗА ЦИЯ CALB С ИС ПО ЛЬ ЗО ВА НИ ЕМ
МЕ ТО ДОВ ФИ ЗИ ЧЕ СКОЙ АД СОР Б ЦИИ

Для ад сор б ци он ной им мо би ли за ции фер -
мен тов ис по ль зу ют раз но об раз ные не ор га ни че -
ские но си те ли или син те ти че ские по ли ме ры, пред -
поч ти те ль но с раз ви той по вер х но стью [85, 87, 90].
Ад сор б ци он ное свя зы ва ние фер мен та до сти га ет -
ся за счет не спе ци фи че ских ван-дер-ва а ль со вых
взаи мо дей ст вий, во до род ных свя зей, а так же элек -
т ро ста ти че ских и гид ро фоб ных взаи мо дей ст вий
меж ду но си те лем и по вер х но ст ны ми груп па ми
бел ка [131, 132]. Не о спо ри мы ми пре и му ще ст ва -
ми ад сор б ци он ной им мо би ли за ции яв ля ют ся до -
ступ ность и де ше виз на сор бен тов, вы сту па ю щих
в роли но си те лей, а так же про сто та при ме ня е мых
ме то дик. Од на ко об ра ти мость ад сор б ци он но го
свя зы ва ния  фер мен тов, ча с то на блю да е мая в усло -
ви ях про ве де ния це ле вой био тран с фор ма ции, ог -
ра ни чи ва ет при ме не ние дан но го ме то да им мо би -
ли за ции, так как мо жет при во дить к сни же нию ак -
тив но сти био ка та ли за то ра, а так же к за гряз не нию
про дук та. Ме то ди че ские под хо ды к пре о до ле нию
это го не до стат ка об суж да ют ся ниже.

Учи ты вая ес те ст вен ную спо соб ность ли паз 
к ад сор б ции на по вер х но сти раз де ла фаз за счет
гид ро фоб ных взаи мо дей ст вий, для ад сор б ци он -
ной им мо би ли за ции CALB ис по ль зу ют по ри с тые
но си те ли, об ла да ю щие вы со ко раз ви той гид ро фоб -
ной по вер х но стью [85]. Это по зво ля ет по лу чить
ге те ро ген ный БК, в ко то ром ли па за на хо дит ся в от -
кры той ак тив ной фор ме и, как пра ви ло, об ла да ет
вы со кой ста би ль но стью к не бла го при ят ным воз -
дей ст ви ям (см. таб ли цу, № 1—5). Для це лей ад сор б -
ци он но-гид ро фоб ной им мо би ли за ции CALB при -
год ны та кие син те ти че ские по ли ме ры, как по ли -
сти рол, по ли про пи лен, со по ли ме ры сти ро ла или
ак ри ла та c ди ви нил бен зо лом [19, 51, 95, 113—115, 
117—120, 124, 133—135] или сла бо гид ро фоб ные
по ли ме ры на осно ве ме так ри ла та [101, 113, 116,
119]. С це лью по вы ше ния гид ро фоб но сти сла бо
гид ро фоб ных или гид ро фи ль ных по вер х но стей
их мо ди фи ци ру ют пу тем при вив ки ал ки ль ных
и/или аро ма ти че ских остат ков. Этот под ход ис по -
ль зо ван при по лу че нии CALB, им мо би ли зо ван -
ной на гид ро фи ль ных си ли ка ге лях, мо ди фи ци ро -
ван ных раз лич ны ми спо со ба ми [15, 101, 108, 109,
122, 136], ок ти ла га ро зе [137—139] и про из вод ных 
по ли ме так ри ла та (от бу тил- до ок та де цил-) [117,
139], в ча ст но сти, на ок та де цил-Se pa be ads® [116,
133, 140—142].
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При гид ро фоб ной ад сор б ции CALB луч -
шие ре зу ль та ты по уров ню и вы хо ду ак тив но сти
БК до стиг ну ты с ис по ль зо ва ни ем ди ви нил бен -
зол/ак ри лат но го но си те ля ECR1030 (Pu ro li te®),
об ла да ю ще го вы со кой гид ро фоб но стью и пре крас -
ны ми ме ха ни че ски ми свой ст ва ми [114].

Чаще все го ад сор б цию CALB на но си те ле
осу ще ст в ля ют в во дной сре де. Од на ко было по ка -
за но [118], что ис по ль зо ва ние гид ро фоб но го рас -
тво ри те ля изо ок та на в ка че ст ве сре ды для ад сор б -
ции CALB и мак ро по ри сто го но си те ля на осно ве
гид ро фи ли зо ван но го по ли сти ро ла (в при сут ст вии 
не бо ль шо го объ е ма во дно го рас тво ра фер мен та)
су ще ст вен но уве ли чи ва ет вы ход им мо би ли за ции. 
При чи ной это го фе но ме на, ве ро ят но. яв ля ет ся кон -
цен т ри ро ва ние CALB в тон ком при по вер х но ст -
ном во дном слое, что по зво ля ет по лу чить БК, об -
ла да ю щий вы со кой тер ми че ской и рН-ста би ль но -
стью (см. таб ли цу, № 6).

Уве ли че ние эф фек тив но сти дей ст вия им мо -
би ли зо ван ной CALB при по вы ше нии гид ро фоб но -
сти ис по ль зо ван но го но си те ля в про цес сах эте ри -
фи ка ции и транс эте ре фи ка ции в не вод ных сре -
дах, в том чис ле при раз де ле нии ра це ма тов, про де -
мон ст ри ро ва но в ряде ра бот [117, 135] (см. таб ли -
цу, № 5). Срав ни те ль ные ис сле до ва ния эф фек тив -
но сти CALB, им мо би ли зо ван ной на раз лич ных
по ли мер ных мак ро по ри стых но си те лях за счет ад -
сор б ци он но го свя зы ва ния (см. таб ли цу, № 7), в ре -
ак ции по ли ме ри за ции лак то нов [119] по ка за ли
пре и му ще ст во ад сор б ци он ной им мо би ли за ции
фер мен та с ис по ль зо ва ни ем гид ро фоб ных но си те -
лей на осно ве по ли про пи ле на по срав не нию с ак -
ри лат ны ми, по ли сти ро ль ны ми и по ли си лок са но -
вы ми ад сор бен та ми.

По ка за но, что в про цес се энан ти о се лек тив -
но го гид ро ли за ди э ти ло во го эфи ра 3-фе нил г лу та -
ро вой кис ло ты CALB, им мо би ли зо ван ная пу тем
ад сор б ции на ок тил-ага ро зе, об ла да ет в 20 раз бо -
лее вы со кой се лек тив но стью, чем фер мент, ад сор -
би ро ван ный на Bu tyl-Toy o pe arl (гид ро фо би зо ван -
ном ак ри лат ном но си те ле, струк ту ри ро ван ном в
виде очень тон ких ни тей, по тол щи не срав ни мых
с раз ме ром бел ко вой гло бу лы) [139]. По мне нию
ав то ров, на блю да е мый эф фект свя зан, ве ро ят но, с
раз ли чи я ми в кон фор ма ци он ных из ме не ни ях фер -
мен та, про ис хо дя щих при его ад сор б ции на гид ро -
фо би зо ван ной по вер х но сти ага ро зы, прак ти че ски 
плос кой в срав не нии с раз ме ра ми бел ка, и на тон -
ких ни тях гид ро фо би зо ван но го ак ри лат но го но си -
те ля. При гид ро ли ти че ском раз де ле нии ра це ма -
тов, про те ка ю щем в во дной или во дно-ор га ни че -
ской сре де, CALB, им мо би ли зо ван ная ад сор б -
цией на гид ро фоб ном но си те ле ок та де цил-Se pa be -

аds®), ока за лась ма ло эф фек тив ной [140]. Мож но
за клю чить, что гид ро фоб ная ад сор б ция спо соб на
ока зы вать вли я ние на сте пень энан ти о се лек тив но -
сти CALB, од на ко за ко но мер но сти это го вли я ния
пока не изу че ны.

Проч ное ад сор б ци он ное свя зы ва ние CALB
с вы со ко гид ро фоб ным но си те лем уве ли чи ва ет
тер ми че скую и опе ра ци он ную ста би ль ность фер -
мен та, а так же его устой чи вость к ор га ни че ским
рас тво ри те лям (см. таб ли цу, № 6, 8—10) [15, 101,
108, 118, 120]. По ка за но, что по вы ше ние гид ро -
фоб но сти по вер х но сти ме так ри лат но го но си те ля
пу тем при вив ки ок та де ци ль них остат ков (но си -
тель ок та де цил-Se pa be ads®) по зво ля ет по лу чить
им мо би ли зо ван ную CALB, бо лее то ле ран т ную к
при сут ст вию пе ре ки си во до ро да, чем пре па рат No -
vo zym® 435 (CALB, ад сор би ро ван ная на ме так ри -
лат ном но си те ле) [141]. CALB, ад сор б ци он но им -
мо би ли зо ван ная на высоко гид ро фоб ном сти рол -
ди ви нил бен зо ле, в 100 раз бо лее ста би ль на в 10 М
пе ре ки си во до ро да, чем No vo zym® 435 [ 120] (см.
таб ли цу, № 10).

По ми мо ад сор б ци он но-гид ро фоб ной опи са -
на ад сор б ци он но-ион ная им мо би ли за ция CALB,
осу ще ст в ля е мая за счет свя зы ва ния за ря жен ных уча -
ст ков бел ко вой гло бу лы с по кры ты ми по ли эти ле ни -
ми ном но си те ля ми [98, 101, 103, 104] (см. таб ли -
цу № 2—4). Раз ли чие в ори ен та ции мо ле ку лы
CALB при ион ной им мо би ли за ции и гид ро фоб ной
им мо би ли за ции обу слов ли ва ет раз лич ные суб ст рат -
ную спе ци фич ность и энан ти о се лек тив ность по лу -
ча е мых БК в ре ак ци ях гид ро ли за ко рот ко це по чеч -
ных слож ных эфи ров аро ма ти че ских кис лот [101].

Ис по ль зо ва ние ад сор б ци он но го свя зы ва ния
с гид ро фоб ным но си те лем по зво ля ет ре шить так -
же проб ле му очи ст ки ли па зы (в том чис ле CALB),
так как в от ли чие от бо ль шин ст ва бел ков ад сор б -
ция ли паз не тре бу ет вы со кой ион ной силы рас тво -
ра и осу ще ст в ля ет ся за счет взаи мо дей ст вия об -
шир ных гид ро фоб ных уча ст ков на по вер х но сти
фер мен та и но си те ля [54, 101, 116, 137—139, 143].

Оп ти ма ль ный тип но си те ля для ад сор б ции
фер мен та за ви сит от при ро ды и усло вий про те ка -
ния це ле вых био ка та ли ти че ских про цес сов. Если
гид ро лиз и син тез осу ще ст в ля ют ся в во дной сре -
де, наи бо лее под хо дя щи ми ока зы ва ют ся БК, по -
лу ча е мые пу тем ад сор б ции CALB на гид ро фи ль -
ных но си те лях на осно ве дву оки си крем ния, на -
при мер, при род ных си ли ка тах, си ли ка ге лях и ме -
зо по ри стых ма те ри а лах упо ря до чен ной струк ту -
ры [85, 122, 144]. В этом слу чае свя зы ва ние фер -
мен та с но си те лем осу ще ст в ля ет ся за счет элек т -
ро ста ти че ских взаи мо дей ст вий гид ро фи ль ных
групп бел ка и об ра зо ва ния во до род ных свя зей. 
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 СКЛЯ РЕН КО и др.

Свой ст ва био ка та ли за то ров на осно ве им мо би ли зо ван ной CALB

Со кра ще ния в таб ли це: ГА — глу та ро вый аль де гид; Ед — еди ни ца ли паз ной  (гид ро лаз ной или син те таз ной) ак тив но сти, 
КЛ — кап ро лак тон; ОМ — олив ко вое мас ло; ПКЛ — по ли кап ро лак тон; ПЛ — про пил ла у рат; п-НФБ — п-ни тро фе нил бу ти рат; 
бу фер; ЭБ — этил бу ти рат; BSA — бы чий сы во ро точ ный аль бу мин; CLE As — по пе реч но сши тые фер мен т ные аг ре га ты; еe (%) — 
ETMS — этил т ри ме ток си си лан; МTMS — ме тил т ри ме ток си си лан; No vo zym® 435 — CALB, им мо би ли зо ван ная на но си те ле
ра ме ток си си лан.

№

По лу че ние био ка та ли за то рa
Ob ta i ning of bi o ca ta lyst

Cвой ст ва
био ка та ли за то ра

Cha rac te ris tics
of bi o ca ta lyst

Но си тель
для им мо би ли за ции

Car ri er
for im mo bi li za ti on

Спо соб им мо би ли за ции

Met hod for im mo bi li za ti on

Вы ход ак тив но сти, %

Ac ti vi ty yield, %

Ак тив ность БК, Ед/г

Ac ti vi ty of bi o ca ta lyst, U/g

1 2 3 4 5

1

Oc ta de cyl-Se pa be ads
(по ли ме так ри лат)
(po ly me tac ry la te)

Ад сор б ция
Ad sor p ti on –

0,95 (гид ро лиз п-НФП,
25°, pH 7,0)

0.95 (hyd ro ly sis of p-NPP,
25С, pH 7.0)

2 (гид ро лиз ЭБ, 25°, pH 7,0)

2 (hyd ro ly sis of et hyl
bu ty ra te, 25С, pH 7.0)

Гли ок сил-ага ро за
10BCL

Gly o xyl-aga ro se
10BCL

Мно го то чеч ное
ко ва лен т ное свя зы ва ние

Mul ti po int
co va lent bon ding

–

0,9 (гид ро лиз
п-НФП, 25°, pH 7,0)

0.9 (hyd ro ly sis of p-NPP,
25С, pH 7.0)

0,8 (гид ро лиз ЭБ, 25°,
pH 7,0)

0.8 (hyd ro ly sis
of et hyl bu ty ra te,

25С, pH 7.0)

Глу та ра ль де гид-
ага ро за 10BCL
Glu ta ral de hy de-
aga ro se 10BCL

Ко ва лен т ное свя зы ва ние
Co va lent bon ding _

0,85 (гид ро лиз п-НФП,
25°, pH 7,0)

0,85 (hyd ro ly sis of p-NPP,
25єС, pH 7,0)

0,85 (гид ро лиз ЭБ, 25є, pH 
7,0)

0,85 (hyd ro ly sis of EB,
25єС, pH 7.0)
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Pro per ti es of Bi o ca ta lysts ba sed on CALB

опре де ля е мая как ко ли че ст во ли па зы, об ра зу ю щей 1 мкмоль про дук та в ми ну ту в стан дар т ных усло ви ях; ИЖ — ион ная жид кость;
п-НФП — п-ни тро фе нил п ро пи о нат; ПП — пло щадь по вер х но сти; ПУ — по ли уре тан(овый); ТБ — три бу ти рин; ФБ — фос фат ный
enan ti o me ric ex cess (энан ти мер ный из бы ток); Е — энан ти о се лек тив ность, со от но ше ние мо ль ных кон цен т ра ций энан ти о ме ров;
Le wa tit VP OC 1600; PB — фос фат ный бу фер; PEG 200 — по ли эти лен г ли коль с ММ 200; PEI — по ли эти ле ни мин; TMOS — тет-

Cвой ст ва
био ка та ли за то ра

Cha rac te ris tics
of bi o ca ta lyst

При ме не ние био ка та ли за то ра
Use of bi o ca ta lyst

Ссыл ки
Re fe ren cesОста точ ная ак тив ность

по сле ин ку ба ции, %
(усло вия)

Re si du al ac ti vi ty af ter in -
cu ba ti on, % (con di ti ons)

Це ле вая ре ак ция
(усло вия)

Tar get re ac ti on
(con di ti ons)

Сте пень транс фор ма -
ции, % (время ре ак ции);
энан ти о се лек тив ность

(ee, E)

De gree of tran s for ma ti on, 
% (time of re ac ti on);

enan ti o se lec ti vi ty (ee, E)

Оста точ ная
ак тив ность БК, %

(ко ли че ст во цик лов)

Re si du al ac ti vi ty
of bi o ca ta lyst, %

(num ber of cyc les)

6 7 8 9 10

100 (60 ч, pH 7,0, 50°)

100  (60 h, pH 7.0, 50°C)

100 (200 ч, pH 7,0, 25°,
50% ди ок сан)

100 (200 h, pH 7.0, 25°C, 
50% di o xa ne) 

– – –

[116]
70 (60 ч, pH 7,0, 50°)

70 (60 h, pH 7.0, 50°C)

– – _

57 (60 ч, pH 7,0, 50°)

90 (200 ч, pH 7,0, 25°,
50% ди ок сан)

57 (60 h, pH 7.0, 50°C)

90 (200 h, pH 7.0, 25°C,
50% di o xa ne)

_ _ _
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 СКЛЯ РЕН КО и др.

1 2 3 4 5

2

Oc ta de cyl-Se pa be ads
(по ли ме так ри лат)
(po ly met hac ry la te)

Ад сор б ция
Ad sor p ti on – –

Гли ок сил-ага ро за
Gly o xyl-aga ro se

Мно го то чеч ное
ко ва лен т ное свя зы ва ние

Mul ti po int
co va lent bon ding

– –

PEI-aga ro se
(по ли эти ле ни мин)
(po ly et hy le ne i mi ne)

Ион ное
свя зы ва ние

Ionic bon ding
– –

CNBr-aga ro se

Од но то чеч ное
ко ва лен т ное свя зы ва ние

(с кон це вой ами ног руп пой)
One-po int bin ding

(with end ami nog ro up)

– –

Глу та ра ль де гид-
ага ро за

Glu ta ral de hy de-aga ro se

Мно го то чеч ное
ко ва лен т ное свя зы ва ние

Mul ti po int
co va lent bon ding

– –

Euper git-Cu2+
+ (по ли ме так ри лат)
(po ly met hac ry la te)

Ко ор ди на цон но-ион ное
свя зы ва ние

Co or di na ti on bin ding
– –

На тив ный фер мент
Na ti ve en zy me

– – –

3

Oc ta de cyl–Se pa be ads
(по ли ме так ри лат)
 (po ly met hac ry la te)

Ад сор б ция
Ad sor p ti on – 300*

Гли ок силага ро за
Gly o xyl-aga ro se

Мно го то чеч ное
ко ва лен т ное свя зы ва ние

Mul ti po int
co va lent bon ding

– 66*

DS-aga ro se
(су ль фат дек ст ра на)

(dex t ra ne sul fa te)

Ион ное
свя зы ва ние

Ionic
bon ding

– 4*

PEI-aga ro se
(по ли эти ле ни мин)
(po ly et hy le ne i mi ne)

Ион ное свя зы ва ние
Ionic bon ding – 30*

4

PEI-aga ro se
(по ли эти ле ни мин)
(po ly et hy le ne i mi ne)

Ион ное свя зы ва ние
Ionic bon ding 42 –

Oc tyl-aga ro se
Ад сор б ция
Ad sor p ti on 100 –



Биотехнология, 2016, T. 32, № 3 19

ТЕХ НО ЛО ГИ ЧЕ СКИЕ БИО КА ТА ЛИ ЗА ТО РЫ НА ОСНО ВЕ ЛИ ПА ЗЫ Can di da an tar c ti ca И ИХ ПРИ МЕ НЕ НИЕ

6 7 8 9 10

–

Энан ти о се лек тив ный
гид ро лиз (ки не ти че ское

раз де ле ние)
ме тил ман де ла та

(рН 7,0, 25°)
Enan ti o se lec ti ve

hyd ro ly sis (ki ne tic
se pa ra ti on)

of met hyl man de la te
(рН 7.0, 25°С)

13
(ее 82 E 12) –

[98]

– 19
(ее 88 E 19) –

– 14
(ее >95 E 67) –

– 20
(ее 73 E 7,4) –

– 12
(ее 87 E 16) –

– 15
(eе 89 E 20) –

– 15
(ее 47 E 3) –

–
Энан ти о се лек тив ный

гид ро лиз
гли це дил бу ти ра та
(10 % ди ок сан, ФБ,

рН 7,0, 25°)
Enan ti o se lec ti ve

hyd ro ly sis of gly ce dyl
bu ty ra te

(10% di o xa ne,
PB, рН 7.0, 25°С)

60 (16 мин) (ее  40 E 2,5)
60 (16 min) (ee 40 E 2,5) –

[103]

–
55 (72 мин)

(72 min)
(ее  26 E 2,0)

–

–

50
(1120 мин)
(1120 min)

(ее  44 E 3,0)

–

–
60 (16 мин)

(16 min)
(ее 91 E 9,0)

–

–
Ре ги о се лек тив ный

гид ро лиз 1,2,3,4,6-пен -
та-O-аце тил--D-глю ко -
пи ра но зы (10% аце то -

нит рил, ФБ, pH 5,0, 25°)
 Re gi o se lec ti ve hyd ro ly sis 
of 1,2,3,4,6-pen ta-O-ace -

tyl--D-glu co py ra no se
(10 % ace to nit ri le,
PB, pH 5.0, 25° C)

100 –

[104]

– 70 –

Про дол же ние т аб ли  ц ы



20 Биотехнология, 2016, T. 32, № 3

 СКЛЯ РЕН КО и др.

1 2 3 4 5

4 CNBr-sep ha ro se

Од но то чеч ное
ко ва лен т ное свя зы ва ние

(с кон це вой
ами ног руп пой)

One-po int co va lent bon ding 
(with end ami nog ro up)

16 –

5

Se pa be ads
EC-Oc ta de cyl

(по ли ме так ри лат)
(po ly met hac ry la te)

Ад сор б ция
Ad sor p ti on 91

59,8
(син тез бу ти ло ле а та)

59.8
(syn t he sis of bu ty lolea te)

Diai on HP20
(по ли сти рол-

ди ви нил бен зол)
(po lys tyre ne

di vi nyl ben ze ne)

Ад сор б ция
Ad sor p ti on 98

55,3
(син тез бу ти ло ле а та)

55.3
(syn t he sis of bu tyl ole a te)

Diai on SP207
(по ли сти рол-

ди ви нил бен зол)
(po lys ty re ne

di vi nyl ben ze ne)

Ад сор б ция
Ad sor p ti on 92

52,3 
(син тез бу ти ло ле а та)

52.3
(syn t he sis of bu tyl ole a te)

6

NKA-9
(мак ро по ри стый

по ли сти рол)
(mac ro po ro us
po lys ty re ne)

Ад сор б ция
(изо ок тан, 30°, pH 6,0)

Ad sor p ti on
(iso oc ta ne, 30°, pH 6.0)

83,3 –

No vo zym® 435 Ад сор б ция
Ad sor p ti on – –
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6 7 8 9 10

–

Ре ги о се лек тив ный
гид ро лиз 1,2,3,4,6-пен -

та-O-аце тил--D-глю ко -
пи ра но зы (10% аце то -

нит рил, ФБ, pH 5,0, 25°)
 Re gi o se lec ti ve hyd ro ly sis 
of 1,2,3,4,6-pen ta-O-ace -

tyl--D-glu co py ra no se
(10 % ace to nit ri le,
PB, pH 5.0, 25° C)

100 – [104]

–
– – –

[117]– – – –

– – – –

95,6 (0,025 М ФБ,
pH 6,0, 4 ч)

(0.025 М PB,
pH 6.0, 4 h)

Син тез этил лак та та
(изо ок тан, 50°, 24 ч)

Syn t he sis of et hyl
lac ta te (50С, 24 h)

–

56,9 (7)

[118]

77,3 (0,025 М ФБ,
pH 9,0, 4 ч)

(0.025 М PB,
pH 9.0, 4 h)

82,8 (0,025 M ФБ,
pH 7,5, 40°, 1 ч)

82.8 (0.025 M PB,
pH 7.5, 40С, 1 h)

Гид ро лиз ОМ
(рН 7,0, 40°, 30 мин)
Hyd ro ly sis of oli ve oil
(рН 7.0, 40С, 30 min)

24,7 (7)
34,5 (0,025 M ФБ,

pH 7,5, 70°, 1 ч)
(0.025 M PB,

pH 7.5, 70С, 1 h)

97,2  (0,025 М ФБ,
pH 6,0, 4 ч)

97.2 (0.025 М PB,
pH 6.0, 4 h)

Син тез этил лак та та
(изо ок тан, 50°, 24 ч)

Syn t he sis of et hyl lac ta te
(iso oc ta ne, 50С, 24 h)

– 58,2  (7)

Про дол же ние т аб ли  ц ы
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 СКЛЯ РЕН КО и др.

1 2 3 4 5

6

На тив ный фер мент
Na ti ve en zy me – – –

7

Le wa tit VP OC 1600
(No vo zym® 435)

по ли ме тил-ме так ри -
лат, ПП 100–150 м2/г,

поры 140–170 A
Le wa tit VP OC 1600

(No vo zym® 435)
po ly met hyl me ac ry la te,

sur fa ce area
100–150 m2/g,

pore si ze 140–170 A

Ад сор б ция
Ad sor p ti on

– 11,5 

Am ber li te XAD 7HP
(ак ри ло вый по ли мер,
ПП 420 м2/г, поры 450 A)

Am ber li te XAD 7HP
(ac ry lic po ly mer,

sur fa ce area 420 m2/g,
pore si ze 450 A)

_ 8,7 








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6 7 8 9 10
75,8 (0,025М ФБ,

pH 9,0, 4 ч)
75.8 (0.025М PB,

pH 9.0, 4 h)

Син тез этил лак та та
(изо ок тан, 50°, 24 ч)

Syn t he sis of et hyl lac ta te
(iso oc ta ne, 50С, 24 h)

–

58,2 (7)

[118]

87,7 (0,025М ФБ,
pH 7,5, 40°, 1 ч)

87.7 (0.025М PB,
pH 7.5, 40С, 1 h)

Гид ро лиз ОМ
(рН 7,0, 40°, 30 мин)
Hyd ro ly sis of oli ve oil
(рН 7.0, 40С, 30 min)

29,3 (7)
26,2 (0,025М ФБ,
pH 7,5, 70°, 1 ч)

26.2 (0.025М PB,
pH 7.5, 70С, 1 h)
89,4 (0,025М ФБ,

pH 6,0, 4 ч)
89.4 (0.025М PB,

pH 6.0, 4 h)

– – –

62,7 (0,025М ФБ,
pH 9,0, 4 ч)

62.7 (0.025М PB,
pH 9.0, 4 h)

67,8 (0,025М ФБ,
pH 7,5, 40°, 1 ч)

67.8 (0.025М PB,
pH 7.5, 40С, 1 h)
24,4 (0,025М ФБ,
pH 7,5, 70°, 1 ч)

24.4 (0.025М PB,
pH 7.5, 70С, 1 h)

–

По ли ме ри за ция
-КЛ, 70°

Po ly me ri za ti on
of -cap ro lac tam, 70С

95 (150 мин)
МM ПКЛ 6000

(240 мин)
95 (150 min)

МM of po ly cap ro lac to ne
= 6000 (240 min)

–

[119]

–

По ли ме ри за ция КЛ,
70°

Po ly me ri za ti on
of cap ro lac tam, 70С

95 (150 мин)
МM ПКЛ 7000

(180 мин)
95 (150 min)

МM of po ly cap ro lac-
to ne = 7000
(180 min)

–

Про дол же ние т аб ли  ц ы
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 СКЛЯ РЕН КО и др.

1 2 3 4 5

7

Ac cu rel (по ли про пи -
лен, ПП 80–100 м2/г,

поры 50–500 A)
(po lyp ro py le ne, sur fa ce 

area 80–100 m2/g,
pore si ze 50–500 A)

Ад сор б ция
Ad sor p ti on

– 13,1

QDM 2-3-4 (мо ди фи -
ци ро ван ный про пи ле -
ном ди ок сид крем ния, 

ПП 106–320 м2/г,
поры 100 A)

(pro py le ne-mo di fi ed
si li con di o xi de, sur fa ce

area 106–320 m2/g,
pore size 100 A)

– 13,2

Pu ro li te AP 1090
(по ли сти рол,

ПП 20–25 м2/г,
поры 1600–2300 A)
(po lys te re ne, sur fa ce

area 20–25 m2/g, pore
si ze 1600–2300 A)

– 4,9

Am ber li teT XAD 1180
(по ли сти рол,
ПП 550 м2/г,

поры 400–450 A)
(po lys te re ne,

sur fa ce area 550 m2/g,
pore si ze 400–450 A)

– 8,7

De lo xan HAP
(по ли си лок сан,

ПП 200 м2/г,
поры 2000 A)
(po ly si lo xa ne,

sur fa ce area 200 m2/g,
pore size 2000 A)

– 14,0 

8

Si li ca MS-3030
(ме зо по ри стый

крем не зем, мо ди фи -
ци ро ван ный ок тил-
три э ток си си ла ном,
ПП 300–320 м2/г,
поры 30–40 нм)

( me so po ro us si li ca
mo di fi ed by oc tyl t ri et -

ho xy si la ne, sur fa ce
area 300–320 m2/g,

pore size 30–40 nm)  

Ад сор б ция
Ad sor p ti on (43–10,5)

(455–6700) 
(гид ро лиз ТБ, 25°,

pH 7,0)
(455–6700) 

(hyd ro ly sis of tri bu ty rin,
25С, pH 7.0)




















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6 7 8 9 10

–

По ли ме ри за ция КЛ, 70є

Po ly me ri zai on
of cap ro lac tam, 70єС

85 (250 мин)
Мм ПКЛ 15000 (60 мин)

85 (250 min)
МM of po ly cap ro lactam

15000 (60 min)

–

[119]

–

По ли ме ри за ция КЛ, 70°

Po ly me ri zai on
of cap ro lac tam, 70С

100 (75 мин)
МM ПКЛ 10000

(60 мин) 
100 (75 min)

МM of po ly cap ro lactam
10000 (60 min)

–

–
По ли ме ри за ция КЛ, 70°

Po ly me ri zai on
of cap ro lac tam, 70С

100 (120 мин)
МM ПКЛ  6000 (60 мин)

100 (120 min)
МM of po ly cap ro lactam

6000 (60 min)

–

–
По ли ме ри за ция КЛ, 70є

Po ly me ri zai on
of cap ro lac tam, 70єС

84 (250 мин)
МM ПКЛ 12000

(200 мин)
84 (250 min) МM
of po ly cap ro lac tam
12000 (200 min)

–

–
По ли ме ри за ция КЛ, 70є

Po ly me ri zai on of cap ro -
lac tam, 70єС

80 (300 мин)
МM ПКЛ 6000

(280 мин)
80 (300 min)

МM po ly cap ro lac tam
6000 (280 min)

–

90 (0,5 ч)
79 (1 ч)
50 (2 ч)

(0,05M ФБ, pH 7,0, 60°)
90 (0,5 h)
79 (1 h)
50 (2 h)

(0.05M PB, pH 7.0, 60C)

N-Аци ли ро ва ние
эта но ла ми на

ла у ри ло вой кис ло той
(аце то нит рил, 40°)

N-Acy la ti on
of et ha no la mi ne

by la u ric acid
(ace to nit ri le, 40° 

–

Oc tyl si li ca-CaLB:
100 (12)
90 (15)

40°

[108]

Про дол же ние т аб ли  ц ы



26 Биотехнология, 2016, T. 32, № 3

 СКЛЯ РЕН КО и др.

1 2 3 4 5

8

9

Da vi cil®250 (ме зо по -
ри стый си ли ка гель,

поры 25 нм, мо ди фи -
ци ро ван ный ами но ал -

кил-фе ни ль ны ми
груп па ми)

(me so po ro us si li ca gel,
pore size 25 nm,

mo di fi ed by ami no al kyl 
phe nyl gro ups) 

Ад сор б ция
Ad sor p ti on –

63,1

Ад сор б ция, сшив ка ГА
Ad sor p ti on, lin king 
with glu ta ral de hy de

– 36 

No vo zym® 435
Ад сор б ция
Ad sor p ti on – 17,7 

10

Se pa be ads
EC-Oc ta de cyl

(по ли ме так ри лат)
(po ly met hyl ac ry la te)

Ад сор б ция
Ad sor p ti on

90
(9 ч)
(9 h)

105 (гид ро лиз
три а це ти на)

2,1*
105 ( hyd ro ly sis

of tri a ce tin)
2.1*

Diai on HP20
(по ли сти рол-

ди ви нил бен зол,
поры 200–300 A)

(po lys te re ne
di vi nyl ben ze ne,

pore size 200–300 A)

Ад сор б ция
Ad sor p ti on

90
(12 ч)
(12 h)

60 (гид ро лиз
три а це ти на)

1,5*
60 (hyd ro ly sis

of tri a ce tin)
1.5*

MCI GEL CHP20P
(по ли сти рол-

ди ви нил бен зол,
поры 400–600 A)

(po lys ty re ne di vi nyl
ben ze ne,

pore si ze 400–600 A)

Ад сор б ция
Ad sor p ti on

96
(2 ч)
96

(2 h)

270 (гид ро лиз
три а це ти на) 2,5*
270 (hyd ro ly sis
of tri a ce tin) 2.5*

No vo zym® 435 Ад сор б ция
Ad sor p ti on –

75 (гид ро лиз три а це ти на)
75 (hyd ro ly sis of tri a ce tin)








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6 7 8 9 10
Hа тив ный фер мент:

5 (0,5 ч) 0 (1ч)
(0,05M ФБ, pH 7,0, 60°)

 Na ti ve en zy me:
5 (0.5 h) 0 (1ч)

(0.05M PB, pH 7.0, 60C)

No vo zym® 435
100 (12)
100 (15)

40

[108]

2 (2% три тон-Х-100,
pH 7,5, 22°, 1,5 ч)

2 (2% Tri ton Х-100,
pH 7.5, 22С, 1.5 h) Энан ти о се лек тив ное

аци ли ро ва ние
(ки не ти че ское
раз де ле ние)

1-фе ни лэ та но ла 
Enan ti o se lec ti ve
acy la ti on (ki ne tic

se pa ra ti on)
of 1-phe nyl et ha nol

45,8
(ее 99,7
Е >200)

–

[15]

84 (2% три тон-Х-100,
pH 7,5, 22°, 1,5 ч)

84 (2% Tri ton Х-100,
pH 7.5, 22С, 1.5 h)

26,1
(ее 99,2
Е >200)

–

42 (2% три тон-Х-100,
pH 7,5, 22°, 1,5 ч)

42 (2% Tri ton Х-100,
pH 7.5, 22С, 1.5 h)

51
(ее 98,6
Е >200)

–

90 (60°, 24 ч)
90 (60С, 24 h)

– – –

[120]

75 (25°, 24 ч, 10 М H2O2)
75 (25С, 24 h,

10 М H2O2)
70 (60°, 24 ч)

70 (60С, 24 h)

– – –85 (25°, 24 ч, 10 М H2O2)
85 (25С, 24 h,

10М H2O2)

23 (60°, 24 ч)
23 (60С, 24 h)

– – –60 (25°, 24 ч, 10 M H2O2)

60 (25C, 24 h,
10М H2O2)

55 (60°, 24 ч)
55 (60С, 24 h)

– – –

Про дол же ние т аб ли  ц ы
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 СКЛЯ РЕН КО и др.

1 2 3 4 5
Ce li te Bio-Ca ta lyst

Car ri er R-633
(крем не зем)

(si li ca)

Ад сор б ция
Ad sor p ti on – –

11

No vo zym® 435 Ад сор б ция
Ad sor p ti on – –

12

NS 40013 
(по ро шок крем не зе ма,
ча с ти цы 300–1000  мкм)
(si li ca po wder, part ic le

size 300–1000 мm)

Ад сор б ция,
гра ну ли ро ва ние

Ad sor p ti on,
gra nu la ti on 

68–78

41000 (гид ро лиз  ТБ,
30є, pH 7,0)

41000 (hyd ro ly sis
of tri bu ty rin, 30єС, pH 7.0)

No vo zym® 435 Ад сор б ция
Ad sor p ti on – –

13

FDU-12
(ме зоп ри стый
си ли ка гель,

поры типа кле ток,
d= 10,4)

(me so po ro us si li ca gel,
po res of cell type,

d= 10.4)

Ион ное свя зы ва ние
Ionic bon ding 28***

80* (гид ро лиз ТБ)
 80* (hyd ro ly sis

of tri bu ty rin)

Me-FDU-12
(ме зоп ри стый
си ли ка гель,

ме ти ло вые груп пы,
поры типа кле ток,

d= 9,7)
(me so po ro us si li ca gel,

met hyl gro ups,
po res of cell type,

d= 9.7)

Ион ное свя зы ва ние,
ад сор б ция

Ionic bon ding,
ad sor p ti on

37***

110*
(гид ро лиз ТБ)

110* 
( hyd ro ly sis of tri bu ty rin) 

SBA-15 (ме зоп ри стый
си ли ка гель,

поры типа ка на лов,
d= 8,8)

(me so po ro us si li ca gel,
po res of chan nel type,

d= 8.8)

Ион ное свя зы ва ние
Ionic bon ding 44***

60*
(гид ро лиз ТБ)

60*
(hyd ro ly sis of tri bu ty rin)

Me-SBA-15 (ме зоп ри -
стый си ли ка гель, ме -

ти ло вые груп пы, поры 
типа ка на лов, d= 7,9)
(me so po ro us si li ca gel,
met hyl gro ups, po res of 

chan nel type, d= 7.9)

Ион ное свя зы ва ние,
ад сор б ция

Ionic bon ding,
ad sor p ti on

23***

90*
(гид ро лиз ТБ)

90*
(hyd ro ly sis of tri bu ty rin)
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6 7 8 9 10

–
Энан ти о се лек тив ный

син тез аце та та аро ма ти -
че ско го ци ан гид ри на

(осно ва ние – Am ber li te
OH, то лу ол, 40°)

Enan ti o se lec ti ve syn t he sis 
of aro ma tic cy a no hyd rin

ace ta te (base is Am ber li te 
OH, to lu e ne, 40С)

95
(ee 96)

– [121]

– 82
(ee 93)

– Син тез
изоп ро пил ми ри ста та

(40°)
Syn t he sis of isop ro pyl

my ris ta te (40С)

81
(50 мин)
(50 min)

–

[5]

–
29

(50 мин)
(50 min)

–

90
(ФБ, рН 7,0,

120 мин)
90

(PB, рН 7.0,
120 min)

– – –

[122]

95
(ФБ, рН 7,0, 120 мин)

95
(PB, рН 7.0, 120 min)

– – –

83
(ФБ, рН 7,0,

120 мин)
83

(PB, рН 7.0,
120 min)

– – –

88
(ФБ, рН 7,0,

120 мин)
88

(PB, рН 7.0,
120 min)

– – –

Про дол же ние т аб ли  ц ы
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 СКЛЯ РЕН КО и др.

1 2 3 4 5

14

S (по ли сти рол|)
(po lys te re ne)

Ад сор б ция
Ad sor p ti on –

3450 (син тез ПЛ)
978 (гид ро лиз ТБ)

3450 (syn t he sis
of pro pyl la u ra te)
978 (hyd ro ly sis

of tri bu ty rin)

M (ме так ри лат)
(me tac ry la te)

Ко ва лен т ное свя зы ва ние
Co va lent bon ding –

3020 (син тез ПЛ)
490 (гид ро лиз ТБ)

3020 (syn t he sis
of pro pyl la u ra te)
490 (hyd ro ly sis
of tri bu ty rin) 

Ce lit R®-640
(крем не зем)

(si li ca)

Ад сор б ция
Ad sor p ti on –

2050 (син тез ПЛ)
270 (гид ро лиз ТБ)

2050 (syn t he sis
of pro pyl la u ra te)
270 (hyd ro ly sis

of tri bu ty rin)

15

Ac cu rel EP 100
(мак ро по ри стый
по ли про пи лен)
(mac ro po ro us

po lyp ro py le ne)

Ад сор б ция, сшив ка ГА
Ad sor p ti on,

lin ka ge
with glu ta ral de hy de

41 (по бел ку)

41 (by pro te in)
36000

(гид ро лиз ТБ, 40°, pH 7,5)
36000

(hyd ro ly sis
of tri bu ty rin, 40С, pH 7.5)

CLE As- CАLB

Сшив ка ГА
Lin ka ge

with glu ta ral de hy de
_ 24000

16

Le wa tit VP OC 1600
(мак ро по ри стый по ли -
ак ри лат ный но си тель,

поры >100 нм)
(mac ro po ro us

po ly ac ry la te car ri er,
pore size > 100 nm)

Ад сор б ция CALB-R1,
био си ли фи ка ция

Ad sor p ti on of CALB-R1,
bi o si li fi ca ti on

– –

Ад сор б ция CALB-R1
Ad sor p ti on of CALB-R1 _ _
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6 7 8 9 10

–

Пе ре эте ри фи ка ция
три о ле и на ме та но лом

(30°, 25 ч)
Tran ses te ri fi ca ti on

of tri o le i ne with met ha nol
(30С, 25 h)

30(ме та нол-
три о ле ин=1:1)

30 (met ha nol-
tri o le i ne=1:1)

90 (10)
(1:1, 30°, 4 ч)

90 (10)
(1:1, 30С, 4 h )

[51]

58 (2:1)

29 (3:1)

–

28
(ме та нол-три о ле ин=1:1)
(met ha nol?tri o le i ne=1:1) –

11 (2:1)
5 (3:1)

_
 5

(48 ч)
(48 h)

–

–

Энан ти о се лек тив ное
аци ли ро ва ние (ки не ти -

че ское раз де ле ние)
1-фе ни лэ та но ла

(ИЖ [BMIm][NO3])
Enan ti o se lec ti ve acy la ti on 

(ki ne tic se pa ra ti on)
of 1-phe nyl et ha nol (ionic 

li qu id [BMIm][NO3])

50
ее >99
(100 ч)
(100 h)

–

[19]
Пе ре эте ри фи ка ция

этил бу ти ра та (ион ная
жид кость BMIm][dca])

Tran ses te ri fi ca ti on
of et hyl bu ty ra te

(ionic li qu id BMIm][dca])

80 (7 ч)
80 (7 h)

–

Пе ре эте ри фи ка ция
этил бу ти ра та (ион ная

жид кость [BMIm][dca])
Tran ses te ri fi ca ti on
of et hyl bu ty ra te

(ionic li qu id BMIm][dca])

7 (5 ч)
7 (5 h) –

105 (50°, 1 ч)
64 (70°, 1 ч)

105 (50С, 1 h)
64 (70С, 1 h) Гид ро лиз  п-НФБ

Hyd ro ly sis of p-NPB

– 100 (5)

[123]
92 (50°, 1 ч)
37 (70°, 1 ч)

92 (50C, 1 h)
37 (70C, 1 h)

– 30 (5)

Про дол же ние т аб ли  ц ы
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 СКЛЯ РЕН КО и др.

1 2 3 4 5

16 No vo zym® 435 Ад сор б ция
Ad sor p ti on – –

17

PGMA (ги га по ри стый
по ли гли ци дил ме так -
ри лат, поры 270 нм)

(gi ga po ro us po lyg ly ci -
dyl me tac ry la te,

pore size 270 nm)

Мно го то чеч ное
ко ва лен т ное
свя зы ва ние
Mul ti po int

co va lent bon ding

259,7**

493,8
9,9*

(гид ро лиз олив ко во го
мас ла)

(hyd ro ly sis of oli ve oil)

PST (ги га по ри стый
по ли сти рол,
поры 276 нм)

(gi ga po ro us po lys te re ne,
pore size 276 nm)

Ад сор б ция
Ad sor p ti on 109,6** 74,8

4,2*

No vo zym® 435 Ад сор б ция
Ad sor p ti on 39,5** 293,8

1,5* 

На тив ный фер мент
Na ti ve en zy me – – 3,8*

18

Se pa be ads 
(ме так ри ло вый

по ли мер
с эпок сиг руп па ми)
(me tac ry lic po ly mer)

Мно го то чеч ное
ко ва лен т ное свя зы ва ние

гли ко зи ли ро ван ной CALB
Mul ti po int co va lent

bon ding of gly co sy la ted
CALB

85
(по бел ку)

85
(by pro te in)

92 Ед/гсух
(гид ро лиз п-ни тро фе -

нилпа ль ми та та)
92 U/gdry

(hyd ro ly sis
of p-nit rop he nyl pal mi ta te)

Se pa be ads (ме так ри ло -
вый по ли мер с ами -

ног руп па ми)
(me tac ry lic po ly mer
with ami nog ro ups)

98
(по бел ку)

98
(by pro te in)

25 Ед/г  сух
25 U/gdry

Se pa be ads (ме так ри ло -
вый по ли мер с ами -
ног руп па ми, ак ти ви -

ро ван ны ми ГА)
(me tac ry lic po ly mer
with ami nog ro ups

ac ti va ted
by glu ta ral de hy de)

89
(по бел ку)

88
(by pro te in)

44 Ед/г  сух
44 U/gdry

No vo zym® 435 Ад сор б ция
Ad sor p ti on – 2,1 Ед/г су х

2.1 U/gdry

На тив ный фер мент
Na ti ve en zy me – –

45 Ед/мг
(гид ро лиз ТБ)

45 U/mg
(hyd ro ly sis of tri bu ty rin)
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6 7 8 9 10
70 (50°, 1 ч)
25 (70°, 1 ч)

70 (50С, 1 h)
25 (70С, 1 h)

Гид ро лиз  п-НФБ
Hyd ro ly sis of p-NPB – 30 (5) [123]

92 (50°, 6 ч)
57 (70°, 6 ч)

92 (50С, 6 h)
57 (70С, 6 h)

Гид ро лиз ОМ
(37°, ФБ)

Hyd ro ly sis of oli ve oil
(37С, PB)

59, 42
(120 мин)
(120 min)

70 (30)

[124]

90 (50°, 6 ч)
48 (70°, 6 ч)

90 (50С, 6 h)
48 (70С, 6 h)

25
(120 мин)
(120 min)

47 (30)

90 (50°, 6 ч)
48 (70°, 6 ч)

90 (50С, 6 h)
48 (70С, 6 h)

25
(120 мин)
(120 min)

55 (30)

40 (50°, 6 ч)
(70°, 6 ч)

40 (50С, 6 h)
(70С, 6 h)

10,3
(120 мин)
(120 min)

–

40
(50є, 120 мин,

0,025M ФБ, pH 7,5)
40

(50єС, 120 min,
0.025M PB, pH 7.5)

– – _

[106]

80 – – –

20
(60 мин)
(60 min)

– – –

88 – – –

70
– – –

Про дол же ние т аб ли  ц ы
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 СКЛЯ РЕН КО и др.

1 2 3 4 5

19 CNBr-Sep ha ro se
4BCL

Од но то чеч ное
ко ва лен т ное свя зы ва ние

(с кон це вой
ами ног руп пой),

1%  три тон X-100
One-po int

co va lent bon ding
(with end ami nog ro up),

1% Tri ton X-100

>90

95,6
(гид ро лиз п-НФП,

25°, 0,025М ФБ, pH 7,0)
95.6

(hyd ro ly sis of p-NPP,
25°С, 0.025М PB, pH 7.0)

20

Am ber zy me be ads
(мак ро по ри стый

ме тил ме так ри лат,
эпок сиг руп пы,

поры 220 Е)
(mac ro po ro us met hyl

me tac ry la te,
epo xyg ro ups,

pore size 220 Е)

Ко ва лен т ное свя зы ва ние
Co va lent bon ding – –

na noPSG,
(по ли гли ци дил ме так -
ри лат, ча с ти цы 68 нм)

(po lyg ly ci dyl
me tac ry la te,

part ic le size 68 nm)

Ко ва лен т ное свя зы ва ние
Co va lent bon ding – –

No vo zym® 435
Ад сор б ция
Ad sor p ti on – –
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6 7 8 9 10

–

Гид ро лиз п-НФП,
0,1% три тон X-100

Hyd ro ly sis of p-NPP,
Tri ton X-100

–

100 (1)

[125]

Гид ро лиз эти ло во го
эфи ра мас ля ной

кис ло ты
Hyd ro ly sis of et hy l
et her of bu ty ric acid

108 (1)

Энан ти о се лек тив ный
гид ро лиз

(±)-2-O-бу ти рил-2-
фе ни лук сус ной кис ло ты

Enan ti o se lec ti ve
hyd ro ly sis of (±)-2-O-
bu ti ryl-2-phe ny la ce tic

acid

57 (1)

Энан ти о се лек тив ный
гид ро лиз эти ло во го

эфи ра (±)-2-гид ро кси-
4-фе нил мас ля ной

кис ло ты
Enan ti o se lec ti ve

hyd ro ly sis of et hy l
et her of (±)-2-hyd ro xy-

4-phe nyl bu ty ric acid

100 (1)

–

По ли ме ри за ция КЛ
(то лу ол, 70є)

Po ly me ri za ti on
of cap ro lac tam
(to lu e ne, 70єС)

78 (140 мин)
78 (140 min) 78 (3)

[126]

– 98 (25 мин)
98 (25 min) –

– 85 (80 мин)
85 (80 min) 82 (3)

Про дол же ние т аб ли  ц ы
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 СКЛЯ РЕН КО и др.

1 2 3 4 5

21

Euper git C
(эпок сиг руп пы)
(epo xyg ro ups)

Мно го то чеч ное
ко ва лен т ное свя зы ва ние

Mul ti po int
co va lent bon ding

50

15,4 
(гид ро лиз п-НФП,

25°, 0,025М ФБ, pH 7,0)
(hyd ro ly sis of p-NPP,

25° С, 0.025М PB, pH 7.0)
Euper git C
(груп пы

эти лен ди а ми на)
(et hy le ne di a mi ne

gro ups)

Мно го то чеч ное
ко ва лен т ное свя зы ва ние

Mul ti po int
co va lent bon ding

44,2 10,5 

Euper git C
(груп пы ими но ди а це -

ти ло вой кис ло ты)
(imi no di a ce ty lic acid

gro ups)

Мно го то чеч ное
ко ва лен т ное свя зы ва ние

Mul ti po int
co va lent bon ding

19 6,7 

Euper git C 
(груп пы ими но ди а це -

ти ло вой кис ло ты,
ме тал хе лат ные
груп пы Cu2+)

(imi no di a ce ty lic acid
gro ups, me tal-che la ting

gro ups Cu2+)

Мно го то чеч ное
ко ва лен т ное свя зы ва ние

Mul ti po int
co va lent bon ding

41 13,2 

22

Im mo be ad 150
(гли ок си ль ные

груп пы, поры 15нм)
(gly o xy lic gro ups,
pore size ~15 nm)

Мно го то чеч ное
ко ва лен т ное свя зы ва ние

Mul ti po int
co va lent bon ding 86,7 –

23

Ами ни ро ван ная
ок тил-се фа ро за

Ami da ted
oc tyl-Sep ha ro se

Ко ва лен т ное свя зы ва ние,
сшив ка ГА

Co va lent bon ding,
lin ka ge

with glu ta ral de hy de

– –

Без но си те ля
(CLEA-BSA-CALB)

Wit ho ut car ri er
(CLEA-BSA-CALB)

Сшив ка
ГА CALB и BSA
Lin ka ge of CALB

and BSA by
glu ta ral de hy de

– –

24

По ли уре та но вые
(ПЕГ-ПУ)

на но ча сти цы
Po ly u ret ha ne

(PEG-PU)
na no par tic les

Ин кап су ли ро ва ние
с об ра зо ва ни ем ПУ

на но ча стиц
In cap su la ti on

with the for ma ti on
of PU na no par tic les

82,4
21 Ед/мг (син тез ПЛ)

21 U/mg (syn t he sis
of pro pyl la u ra te)
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6 7 8 9 10

–

Ки не ти че ское раз де ле -
ние ра це ма тов ате но ло -
ла в ре ак ции энан ти о се -
лек тив ной пе ре эте ри фи -

ка ции
(то лу ол, 25є, 48 ч)

Ki ne tic se pa ra ti on of ate -
no lol ra ce ma tes in the re -
ac ti on of enan ti o se lec ti ve
tran ses te ri fi ca ti on (to lu e -

ne, 25єС, 48 h)

76
(ее 96
Е 65)

60 (4)

[6]

_ 55 
(ее 85
Е 29)

–

_ 41
(ее 74
Е 19)

–

_ 27
(ее 66
Е 13)

–

50 (40°, 0,83 ч)
50 (50°, 0,34 ч)
50 (60°, 0,29 ч)

50 (40С, 0.83 h)
50 (50С, 0.34 h)
50 (60С, 0.29 h)

Эте ри фи ка ция
мас ла сои ме ти ло вым

эфи ром (25°)
Et he ri fi ca ti on
of so y be an oil

by met hyl et her (25С)

72,3
(4 ч)
72.3
(4 h)

– [111]

95 (68°, 1 ч)
95 (68С, 1 h) – – –

[97]

50 (68°, 1 ч)
50 (68С, 1 h)

– – –

67(40°), 25(50°),
14,8 (60°), 3 ч

67(40C), 25(50 C),
14.8 (60 С), 3 h

Эте ри фи ка ция
ла у ри ло вой кис ло ты

н-про пи ло вым
спир том

Et he ri fi ca ti on
of la u ric acid
with n-pro pyl

al co hol

– – [127]
10, на тив ный

фер мент
<10, na ti ve en zy me

Про дол же ние т аб ли  ц ы
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 СКЛЯ РЕН КО и др.

1 2 3 4 5

25

По ли уре та но вые
ча с ти цы

Po ly u ret ha ne
part ic les

Ин кап су ли ро ва ние
с об ра зо ва ни ем

ПУ ча с тиц
In cap su la ti on

with for ma ti on
of PU part ic les

–

800
(син тез эти ло ле а та,

1:1,40°, 40 мин)
800

(syn t he sis of et hy lo le a te
1:1,40С, 40  min)

No vo zym® 435
Ад сор б ция
Ad sor p ti on – –

26

MWCNTs-EDAC
(муль ти стен ные

кар бо на нот руб ки,
мо ди фи ци ро ван ные 

EDAC)
(mul ti wall

car bo na no tu bes
mo di fi ed with EDAC)

Ко ва лен т ное свя зы ва ние
Co va lent bon ding – –

MWCNTs-AP -
TES-SAA-EDAC
(муль ти стен ные

кар бо на нот руб ки,
мо ди фи ци ро ван ные 
AP TES-SAA-EDAC)

(mul ti wall car bo na no tu -
bes mo di fi ed with AP -

TES-SAA-EDAC)

Ко ва лен т ное свя зы ва ние
Co va lent bon ding – –

27

Без но си те ля
(CLE As-PEG200)

Wit ho ut ca rii er
(CLE As-PEG200)

По пе реч но-сши тые
фер мен т ные аг ре га ты

Cross-lin ked
en zy me ag gre ga tes

253,2**** 9,188*

Без но си те ля
(CLE As-Ace to ne)

Wit ho ut car ri er
(CLE As-Ace to ne)

201,6**** 7,125*

По ро шок CALB
CALB po wder

Осаж де ние аце то ном
Pre ci pi ta ti on by ace to ne

100 6,588*

28

TMOS 
(гид ро фи ль ная

мат ри ца)
(hyd rop hi lic mat rix)

Вклю че ние
в золь-гель мат ри цу

In c lu si on
in sol-gel mat rix

–

(гид ро лиз п-ни тро-
фе нил па ль ми та та)

0,14
9,71*

(hyd ro ly sis
of p-nit rop he nyl pal mi ta te

0,14
9,71*

МTMS-TMOS (ам фи -
фи ль ная мат ри ца)

(am p hip hi lic mat rix)
– – 0,48

13,40*
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6 7 8 9 10

–

Эте ри фи ка ция мас ла
сои ме ти ло вым эфи ром

(об ра бот ка
уль т ра зву ком)

Et he ri fi ca ti on of so y be an
oil by met hy les ter

(so ni ca ti on)

81,6
(200 ч)
(200 h)

23,8 (4)
3,8 (5)

[128]

–
94,7

(200 ч)
(200 h)

–

85±5 (4°, 4 мес)
85±5 (4°С, 4 month)

Cин тез
пен тил ва ле ри а та

Syn t he sis
of pen tyl va le ra te

85±5 79 (50)

[129]

83±2 (4°, 4 мес)
83±2 (4°С, 4 month)

Cин тез
пен тил ва ле ри а та

Syn t he sis
of pen tyl va le ra te

87±5 30 (50)

– – – –

[130]
– – – –

– – – –

–
– – –

[94]

– – – –

Про дол же ние т аб ли  ц ы
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 СКЛЯ РЕН КО и др.

1 2 3 4 5

28

ETMS-TMOS
(ам фи фи ль ная

мат ри ца)
(am p hip hi lic mat rix)

Вклю че ние
в золь-гель мат ри цу

In c lu si on in sol-gel mat rix
– 0,58

21,03*

Вклю че ние в золь-гель
мат ри цу (пред ва ри те ль ная 

об ра бот ка ОМ+ГА)
In c lu si on in sol-gel mat rix
(pre li mi na ry tre at ment with
oli ve oil + glu ta ral de hy de)

–

0,60
33,81*

Вклю че ние
в золь-гель мат ри цу

(пред ва ри те ль ная
об ра бот ка ОМ)

– 0,90
47,23*

На тив ный фер мент
Na ti ve en zy me – – –

29

Без но си те ля
(CLEA)

Wit ho ut car ri er
(CLEA)

По пе реч но-сши тые
фер мен т ные аг ре га ты

Cross-lin ked
en zy me ag gre ga tes

– 28000

No vo zym® 435 Ад сор б ция
Ad sor p ti on – 3500

На тив ный фер мент
Na ti ve en zy me – – –

*Уде ль ная ак тив ность, Ед/мг бел ка.
**От но ше ние уде ль ной ак тив но сти био ка та ли за то ра к уде ль ной ак тив но сти на тив но го фер мен та.
***На груз ка по бел ку, мг/ г но си те ля.
****Про цент им мо би ли зо ван но го фер мен та от ис ход но го ко ли че ст ва по рош ка CALB.
ee — энан ти о мер ный из бы ток, раз ность мо ль ных до лей энан ти о ме ров, %.
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6 7 8 9 10

55
(60°, 8 ч) Эте ри фи ка ция мас ла

ме ти ло вым эфи ром
(50°, ис ход ная
ко нцен т ра ция

ОМ:МеОН 1:3)
Et he ri fi ca ti on

of oil by met hy les ter
(50С, star ting ra tio

oli ve oil: МеОН = 1:3
                                  

(ис ход ная ко нцен т ра ция 
ОМ:МеОН 1:1, до бав ка

МеОН каж дые 3 ч)
(star ting ra tio oli ve
oil– Ме ОН = 1:3,

MeOH is ad ded each 3 h)

21,4

–

[94]

60
(24 ч)

90
(60°, 8 ч)

90
(60С, 8 h)

48.3

86
(24 ч)

–

52,8
90

(24 ч)
90

(24 h)
20

(60є, 8 ч)
(60єС, 8 h)

– – –

–

Ки не ти че ское
раз де ле ние 1-фе ни лэ та -
но ла  в ре ак ции эте ри -

фи ка ции ви ни ла це та том 
(scCO2, 40°, 2,5 ч,

90 бар)
Ki ne tic se pa ra ti on
of 1-phe ny let ha nol

in re ac ti on of et he ri fi ca ti -
on by vi nyl ace ta te

(scCO2, 40С, 2.5 h,
90 bar)

48
(eе 91
Е 640)

–

27–
50

(ее 20
Е 240)

–

–
<1

(eе 2)
–

_

*Spe ci fic ac ti vi ty, U/ mg pro te in.
**Ra tio of spe ci fic ac ti vi ty of bi o ca ta lyst to spe ci fic ac ti vi ty of na ti ve en zy me.
***Pro te in load, mg/g car ri er.
****Per cen ta ge of im mo bi li zed en zy me of ini ti al amo unt of CALB po wder. 
ee, enan ti o me ric ex cess, dif fe ren ce of mo lar con cen t ra ti ons of enan ti o mers, %.

Окончание таб ли  цы



По вы ше ние ско рос ти энан ти о се лек тив но го син те за
эфи ров ци ан гид ри на, а так же се лек тив нос ти про -
цес са было дос тиг ну то при за ме не Novozym® 435,
по лу ча е мо го ад соб ци он ной им мо би ли за ци ей CALB
на гид ро фоб ном по ли ме так ри лат ном но си те ле, на 
фер мент, ад сор б ци он но им мо би ли зо ван ный на
гид ро филь ном при род ном си ли ка те Celite® R-633,
спо соб ном уда лять воду из ре ак ци он ной сре ды,
сме щая тем са мым рав но ве сие ре ак ции в сто ро ну
син те за це ле во го про дук та (см. таб ли цу, № 11)
[85, 121, 145]. Про де мон с т ри ро ва на вы со кая эф -
фек тив ность БК в фор ме гра ну ля та крем не зе ма,
со дер жа ще го ад сор б ци он но им мо би ли зо ван ную
CALB, в про цес се син те за изоп ро пил ми рис та та
(см. таб ли цу, № 12) [5]. Изу че но вли я ние на ад сор -
б ци он ную им мо би ли за цию CALB при ро ды по -
вер х нос ти и струк ту ры упо ря до чен ных ме зо по -
рис тых си ли кат ных ма те ри а лов: раз ме ра пор и их
типа, внут рен ней по вер х нос ти но си те ля, на ли чия
при ви тых ме тиль ных групп  [122, 144]. По ка за но,
что в от ли чие от но си те лей, об ла да ю щих по ра -
ми- ка на ла ми, ма те ри а лы с по ра ми типа «клет ки»
удер жи ва ют фер мент, не да вая ему вы мы вать ся в
вод ную сре ду. Гид ро фо би за ция по вер х нос ти си -
ли ка тов при ви ты ми ме тиль ны ми груп па ми по вы -
ша ет ак тив ность им мо би ли зо ван ной CALB (см.
таб ли цу, № 13). Од на ко БК, по лу чен ный ад сор б -
ци он ной им мо би ли за ци ей CALB на гид ро филь -
ном мак ро по рис том но си те ле Celite® R-640, ока -
зал ся не эф фек тив ным в про цес се ме та но ли за три -
о ле и на, про те ка ю щем в сре де с низ ким со дер жа ни -
ем воды, в от ли чие от фер мен та, ад сор би ро ван но -
го на гид ро фоб ном мак ро по рис том по лис ти ро ле
[51]. Это свя за но, ве ро ят но, с зат руд не ни ем тран с -
пор та мас ля но го суб с т ра та в поры гид ро филь но го 
но си те ля, так как ад сор би ро ван ная на си ли кат ном 
но си те ле CALB об ла да ла ак тив нос тью как при
син те зе про пил ла у ра та, так и при гид ро ли зе три -
бу ти ри на, хотя и в мень шей сте пе ни, чем гид ро фоб -
но ад сор би ро ван ный фер мент (см. таб ли цу, № 14).

Мож но за клю чить, что при по лу че нии БК
пу тем ад сор б ци он ной им мо би ли за ции CALB вы -
бор оп ти ма ль но го но си те ля опре де ля ет ся усло ви я -
ми це ле во го био ка та ли ти че ско го про цес са: при
син те зе в сре де ор га ни че ских рас тво ри те лей бо -
лее эф фек тив ны ми ока зы ва ют ся БК, по лу чен ные
с ис по ль зо ва ни ем мак ро по ри стых гид ро фоб ных
по ли ме ров (или по ли ме ров с гид ро фо би зо ван ной
по вер х но стью). Для про те ка ю щих в во дной сре де
про цес сов син те за и гид ро ли за пер с пек тив ны ми
пред став ля ют ся БК на осно ве гид ро фи ль ных си ли -
кат ных мат риц. 

Наи бо лее ши ро ко ис по ль зу е мым тех но ло ги -
че ским БК на осно ве CALB яв ля ет ся ком мер че -

ски до ступ ный No vo zym® 435 [65, 85, 114, 115,
146—148], пред став ля ю щий со бой фер мент, про -
ду ци ру е мый ре ком би нан т ным штам мом As per gil -
li us ni ger [15, 101] и им мо би ли зо ван ный пу тем фи -
зи че ской ад сор б ции на мак ро по ри стом гид ро фоб -
ном по ли мер ном но си те ле Le wa tit®  VP OC 1600
(со по ли мер ме тил- и бу тил ме так ри ла та, сши тый
ди ви нил бен зо лом) [85, 114, 119, 126]. К не до стат -
кам это го БК сле ду ет от не с ти не вы со кую ме ха ни -
че скую проч ность и опе ра ци он ную ста би ль ность
[114, 115], а так же бо ль шую сто и мость, де ла ю -
щую эко но ми че ски не це ле со об раз ным его ис по ль -
зо ва ние при про из вод ст ве не до ро гих про дук тов. 
No vo zy me® 435 аб со лют но не при го ден к ис по ль -
зо ва нию в сре дах, со дер жа щих по вер х но ст но-ак -
тив ные ве ще ст ва, на ру ша ю щие гид ро фоб ное взаи -
мо дей ст вие меж ду фер мен том и но си те лем [149].
Кро ме того, было по ка за но, что в ор га ни че ских
рас тво ри те лях и ион ных жид ко стях, яв ля ю щих ся
сре дой для био ка та ли ти че ских транс фор ма ций,
ка та ли зи ру е мых No vo zy m® 435, на блю да ет ся смы -
ва ние CALB с но си те ля и за гряз не ние ре ак ци он -
ной сме си ор га ни че ски ми со е ди не ни я ми, часть из 
ко то рых яв ля ют ся по тен ци а ль ны ми суб ст ра та ми
CALB [126, 150, 151]. Про де мон ст ри ро ва но вы мы -
ва ние САLB и из дру гих БК, по лу чен ных пу тем ад -
сор б ци он ной им мо би ли за ции фер мен та, на при -
мер, в [15, 101, 122].

Проб ле ма до сти же ния не об ра ти мой фик са -
ции ад сор б ци он но-им мо би ли зо ван ной CALB мо -
жет быть ре ше на пу тем ко ва лен т ной внут ри- и
меж мо ле ку ляр ной сшив ки ад сор би ро ван но го фер -
мен та с по мо щью би фун к ци о на ль но го ре а ген та, в 
ка че ст ве ко то ро го чаще все го ис по ль зу ют глу та ро -
вый аль де гид (ГА) [15, 19, 152]. Для ко ва лен т ной
сшив ки  бел ко вой по сле до ва те ль но сти ли па зы из
Can di da sp. 99-125, ад сор би ро ван ной на ме зо по ри -
стых но си те лях, опи са но так же успеш ное ис по ль -
зо ва ние сши ва ю ще го аген та Ge ni pin, пред став ля -
ю ще го со бой аг ли кон ири до и да, про из во ди мый из 
при род но го сы рья [153].

По стим мо би ли за ци он ная меж мо ле ку ляр ная
сшив ка ад сор би ро ван но го фер мен та, как пра ви ло, 
не ско ль ко сни жа ет ак тив ность по лу ча е мо го БК,
од на ко это ком пен си ру ет ся зна чи те ль ным по вы -
ше ни ем его опе ра ци он ной ста би ль но сти бла го да -
ря уве ли че нию же ст ко сти бел ко вой гло бу лы и ее
устой чи во сти к де на ту ри ру ю щим воз дей ст ви ям
рН, тем пе ра ту ры и ор га ни че ских рас тво ри те лей
[15, 19, 152]. Про де мон ст ри ро ва но, что мо ди фи ка -
ция им мо би ли зо ван но го фер мен та глу та ро вым
аль де ги дом в спе ци а ль ных усло ви ях, обес пе чи ва -
ю щих пре и му ще ст вен ное об ра зо ва ние внут ри мо -
ле ку ляр ной сшив ки, при во дит к бо ль ше му уве ли -
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че нию ста би ль но сти CALB, ад сор би ро ван ной на
ок ти ла га ро зе, чем в слу чае меж мо ле ку ляр ной
сшив ки фер мен та [152].

Сшив ка глу та ро вым аль де ги дом CALB, ад -
сор би ро ван ной на по ли про пи ле но вом но си те ле,
по зво ли ла по лу чить био ка та ли за тор, устой чи вый
к де на ту ри ру ю ще му воз дей ст вию ион ных жид ко -
стей и спо соб ный с вы со кой энан ти о се лек тив но -
стью осу ще ст в лять аци ли ро ва ние 1-фе ни лэ та но -
ла и 1-фе ни ла ми на трет-бу ти ло вым спир том (см.
таб ли цу, № 15) [19]. При ко ва лен т ной сшив ке глу -
та ро вым аль де ги дом CALB, им мо би ли зо ван ной
на ме зо по ри стом си ли ка ге ле с при ви ты ми фе ни ль -
ны ми и/или ами но ал ки ль ны ми груп па ми, по лу че -
ны био ка та ли за то ры, об ла да ю щие не ско ль ко ме нь -
шей ак тив но стью, чем ад сор б ци он но им мо би ли зо -
ван ный на тех же но си те лях фер мент, од на ко су -
ще ст вен но пре вос хо дя щие по след ний по устой чи -
во сти к дей ст вию де тер ген та и по опе ра ци он ной
ста би ль но сти в про цес сах ки не ти че ско го раз де ле -
ния ра це ма тов хи ра ль ных спир тов или ами нов пу -
тем их энан ти о се лек тив но го аци ли ро ва ния (см.
таб ли цу, № 9) [15]. Луч ший ре зу ль тат по лу чен при
сшив ке глу та ро вым аль де ги дом CALB, ад сор би -
ро ван ной на си ли ка ге ле, мо ди фи ци ро ван ном со -
вме ст но фе ни ль ны ми остат ка ми, гид ро фо би зу ю -
щи ми по вер х ность но си те ля, и ами но ал ки ль ны ми 
груп па ми, обес пе чи ва ю щи ми сшив ку бел ко вых мо -
ле кул не то ль ко друг с дру гом, но и с при ви ты ми
ами ног руп па ми но си те ля (см. таб ли цу, № 9).

Опи са на по стим мо би ли за ци он ная об ра бот -
ка CALB, ад сор б ци он но свя зан ной с но си те ля ми,
раз лич ны ми ре а ген та ми, мо ди фи ци ру ю щи ми по -
вер х ность бел ка (эти лен ди а ми ном, ян тар ным ан -
гид ри дом, 2,4,6-три нит ро бен зол су ль фо но вой кис -
ло той). Та кая об ра бот ка при во ди ла к по вы ше нию
тем пе ра тур ной и рН-ста би ль но сти био ка та ли за -
то ров, а так же их ак тив но сти и энан ти о се лек тив -
но сти в про цес сах ки не ти че ско го раз де ле ния
(R/S)-ме тил ман де ла та в во дной сре де и эте ри фи ка -
ции при син те зе бе та-бло ка то ров, та ких как про -
пра на лол и ате но лол [154].

По стим мо би ли за ци он ная об ра бот ка No vo -
zym® 435 си ли ко ном с со хра не ни ем 60% ис ход -
ной ак тив но сти [155] по зво ли ла мно го крат но по -
вы сить опе ра ци он ную ста би ль ность им мо би ли зо -
ван ной CALB в про цес сах син те за ряда эфи ров и
ки не ти че ско го раз де ле ния rac-1-фе ни лэ та но ла за
счет пред от вра ще ния утеч ки фер мен та с но си те ля 
в при сут ст вии по вер х но ст но-ак тив ных ве ществ и
уве ли че ния ме ха ни че ской проч но с ти БК [149].

В ра бо те [123] был пред ло жен ин те рес ный
ком би ни ро ван ный ме тод им мо би ли за ции CALB,
со сто я щий в ад сор б ции фер мен та на гид ро фоб -

ном ме так ри лат ном но си те ле и по сле ду ю щей его
фик са ции пу тем так на зы ва е мой «био си ли ци фи ка -
ции», т.е. вши ва ния в си ли кат ный гель, об ра зу е -
мый из тет ра ме ти лор то си ли ка та, че рез пеп тид
сил ла фин, свя зан ный с С-кон цом фер мен та. Та кая 
ко ва лен т ная фик са ция ад сор би ро ван ной CALB не 
то ль ко иск лю ча ет вы мы ва ние фер мен та из био ка -
та ли за то ра, но и при во дит к зна чи те ль но му по вы -
ше нию его тер мо ста би ль но сти (см. таб ли цу, № 16).

ИМ МО БИ ЛИ ЗА ЦИЯ CALB ПУ ТЕМ 
КО ВА ЛЕН Т НО ГО СВЯ ЗЫ ВА НИЯ С НО СИ ТЕ ЛЕМ. 
КОН ФОР МА ЦИ ОН НАЯ ИН ЖЕ НЕ РИЯ

Ко ва лен т ное при со е ди не ние фер мен та к но -
си те лю яв ля ет ся вос тре бо ван ным ме то дом им мо -
би ли за ции, по ско ль ку обес пе чи ва ет не об ра ти мое
свя зы ва ние бел ка и, как пра ви ло, по зво ля ет вы -
брать ме то ди ку, при во дя щую к по лу че нию ста би -
ль но го био ка та ли за то ра. Бо лее зна чи те ль ные по те -
ри ак тив но сти по срав не нию с ад сор б ци он ной им -
мо би ли за цией ком пен си ру ют ся вы со кой опе ра ци -
он ной ста би ль но стью по лу ча е мых БК и от сут ст -
ви ем бел ко во го за гряз не ния ре ак ци он ной сме си.

В ко ва лен т ном свя зы ва нии фер мен та уча ст -
ву ют фун к ци о на ль ные груп пы бо ко вых це пей ами -
но кис лот бел ка, та кие как ами ног руп пы ли зи на
или ар ги ни на, кар бок си ль ные груп пы ас па ра ги но -
вой или глу та ми но вой кис лот, гид ро кси ль ные
груп пы се ри на или тре о ни на и ти о ло вые груп пы
ци с те и на [7, 87 100], а так же N-кон це вые ами но -
г руп пы по ли пеп ти дых це пей [7]. Ко ва лен т ное свя -
зы ва ние CALB с но си те ля ми осу ще ст в ля ют, как
пра ви ло, че рез пер вич ные ами ног руп пы остат ков
ли зи на и N-кон це вую ами ног руп пу. В ка че ст ве но -
си те лей для ко ва лен т ной им мо би ли за ции CALB
был опро бо ван ши ро кий спектр ма те ри а лов, сре -
ди ко то рых пред поч ти те ль ны ми яв ля ют ся раз лич -
ные мак ро- и ме зо по ри стые при род ные или син те -
ти че ские по ли ме ры, не су щие сле ду ю щие фун к ци -
о на ль ные груп пы: эпок сид ные, обес пе чи ва ю щие
свя зы ва ние бел ка че рез его пер вич ные ами ног руп -
пы по ре ак ции нук ле о фи ль но го за ме ще ния [6,
106, 124, 133]; аль де гид ные, об ра зу ю щие с ами -
ног руп па ми фер мен та осно ва ния Шиф фа [101,
111, 140, 142]; ами ног руп пы, спо соб ные свя зы ва -
ть ся с ами ног руп па ми CALB че рез по сред ст во
диа льде ги дов (глу та ро во го аль де ги да) [106, 125,
133, 156]; ци ан-бро мид ные, взаи мо дей ст ву ю щие
с N-кон це вой пер вич ной ами ног руп пой [101,
157]. Опи са но так же свя зы ва ние CALB че рез пер -
вич ные ами ног руп пы с но си те лем че рез фо то ак ти -
ви ру е мое со е ди не ние 1-фтор-2-ни тро-4-ази добен -
зол [7].
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Со по став ле ние пре па ра та CALB, ад сор б ци -
он но и ко ва лен т но им мо би ли зо ван ной на ги га по -
ри стых гид ро фоб ных по ли сти ро ль ных но си те лях,
по ка за ло пре и му ще ст во ко ва лен т ной им мо би ли за -
ции [124]. БК, по лу чен ный пу тем ко ва лен т ной им -
мо би ли за ции фер мен та че рез эпок сиг руп пы но си -
те ля, ока зал ся в ре ак ции гид ро ли за олив ко во го
мас ла в 2,5 раза ак тив нее ком мер че ско го пре па ра -
та No vo zym® 435, а так же био ка та ли за то ра, по лу -
чен но го пу тем ад сор б ции CALB на не мо ди фи ци -
ро ван ном ги га по ри стом по ли сти ро ло вом но си те -
ле (PST-CALB) (см. таб ли цу, № 17). Этот БК так -
же по ка зал бо лее вы со кую тер мо- и опе ра ци он -
ную ста би ль ность по срав не нию с ка та ли за то ра -
ми, по лу чен ны ми ад сор б ци он ны ми ме то да ми.

Срав ни те ль ные ис сле до ва ния им мо би ли за -
ции ре ком би нан т ной гли ко зи ли ро ван ной CALB,
про ду ци ру е мой As per gil lus ory zae, на эпок си- и
ами но ак ти ви ро ван ных мак ро по ри стых по ли ме -
так ри лат ных но си те лях (Se pa be ads®) по ка за ли,
что для свя зы ва ния CALB пред поч ти те ль ным яв -
ля ет ся эпок си ак ти ви ро ван ный но си тель, воз мож -
но, из-за его ме нь шей гид ро фи ль но сти [106]. БК,
по лу чен ный свя зы ва ни ем CALB с эпок си-Se pa be -
ads®, об ла дал бо лее вы со кой гид ро ли ти че ской ак -
тив но стью, чем БК, по лу чен ные с ис по ль зо ва ни -
ем ами но-Se pa be ads®. При этом пер вый в 40 раз
пре вос хо дил No vo zym® 435 (CALB, ад сор би ро -
ван ная на по ли ме так ри лат ном но си те ле) по гид ро -
ли ти че ской ак тив но сти [106] (см. таб ли цу, № 18).
Сле ду ет от ме тить, что уве ли че ния тер ми че ской
ста би ль но сти у БК по срав не нию со сво бод ным
фер мен том не на блю да лось. Бо лее вы со кая ак тив -
ность и опе ра ци он ная ста би ль ность CALB, ко ва -
лен т но им мо би ли зо ван ной на эпок си-Se pa be ads®,
по срав не нию с фер мен том, свя зан ным с ами но-
 Se pa be ads®, по ка за на так же в ра бо те [133]. При
этом оба БК на осно ве ко ва лен т но свя зан ной
CALB су ще ст вен но усту па ют по всем ха рак те ри -
сти кам фер мен ту, ад сор би ро ван но му на гид ро фоб -
ной по вер х но сти но си те ля ок та де цил-Se pa be ads®.

По ско ль ку ре ак ци он ной спо соб но стью
(нук ле о фи ль но стью) об ла да ют лишь сво бод ные
(не за ря жен ные) ами ног руп пы, ре ша ю щую роль в
про цес се свя зы ва ния бел ка иг ра ют зна че ния рКа
ами ног рупп остат ков ли зи на и N-кон це вой ами -
ног руп пы, за ви ся щие от их мик ро ок ру же ния, и ве -
ли чи на рН, при ко то рой про те ка ет им мо би ли за -
ция. Ши ро кий диа па зон рН-ста би ль но сти CALB
(6—10) [7] по зво ля ет осу ще ст в лять про це ду ру им -
мо би ли за ции как при сла бо кис лых и ней тра ль -
ных, так и при ще лоч ных зна че ни ях это го по ка за -
те ля. По вер х но ст ные ами ног руп пы ли зи на, ло ка -
ли зо ван ные в гид ро фи ль ном мик ро ок ру же нии,

име ют вы со кие зна че ния рКа, по э то му они не про -
то ни ро ва ны и ре ак ци он нос по соб ны лишь при ще -
лоч ных рН, в то время как N-кон це вая пер вич ная
ами ног руп па CALB при ней тра ль ных рН, близ -
ких к рI, ло ка ли зо ва на в гид ро фоб ной об ла с ти бел -
ка на про тив ак тив но го цен т ра и мо жет быть во вле -
че на в ре ак цию нук ле о фи ль но го за ме ще ния с ак -
тив ны ми груп па ми но си те ля [7]. Ука зан ные выше 
осо бен но сти ре ак ци он ной спо соб но сти пер вич -
ных ами ног рупп были ис по ль зо ва ны ря дом ис сле -
до ва те лей для кон фор ма ци он ной ин же не рии
CALB [7, 101, 140, 156, 157]. По ка за но, что про це -
ду ра им мо би ли за ции CALB че рез N-кон це вую
ами ног руп пу, осу ще ст в ля е мая при ней тра ль ном
рН, обес пе чи ва ет стро го од но то чеч ное свя зы ва -
ние мо ле кул бел ка с ак ти ви ро ван ны ми но си те ля -
ми, при чем все мо ле ку лы свя зы ва ют ся в от кры той 
ак тив ной фор ме с ак тив ным цен т ром, об ра щен -
ным в сто ро ну но си те ля. По лу ча е мые та ким об ра -
зом БК об ла да ют вы со кой ак тив но стью, од на ко су -
ще ст вен ной ста би ли за ции фер мен та не на блю да -
ет ся (см. таб ли цу, № 2, 4, 9). Им мо би ли за ция
CALB при рН 10, на про тив, при во дит к уве ли че -
нию же ст ко сти бел ко вой гло бу лы и ста би ли за ции
фер мен та за счет ре а ли за ции мно го то чеч но го свя -
зы ва ния бел ка с ак ти ви ро ван ны ми но си те ля ми че -
рез по вер х но ст ные ами ног руп пы ли зи на, ло ка ли -
зо ван ные на сто ро не, про ти во по лож ной ак тив но -
му цен т ру. При мно го то чеч ном свя зы ва нии ак тив -
ность им мо би ли зо ван ной CALB ча с то сни жа ет ся, 
так как фер мент фик си ру ет ся же ст ко, при чем
часть мо ле кул ока зы ва ют ся в не ак тив ной фор ме
(см. таб ли цу, № 1, 3, 14, 21, 22). Раз ные типы фик -
са ции CALB ска зы ва ют ся так же на ее се лек тив но -
сти. На при мер, CALB, им мо би ли зо ван ная пу тем
мно го то чеч но го свя зы ва ния с гли ок си ла га ро зой
(при рН 10), про яв ля ла зна чи те ль но бо лее вы со -
кую энан ти о се лек тив ность при гид ро ли ти че ском
раз де ле нии ра це ма тов эфи ров, чем БК, по лу чен -
ный при од но то чеч ном свя зы ва нии CALB с глу та -
ра ль де ги да га ро зой (при рН 7) [101, 140)] (см. таб -
ли цу, № 3).

Кон фор ма ци он ные из ме не ния бел ка при им -
мо би ли за ции мо гут про ис хо дить не то ль ко в ре зу -
ль та те од но то чеч но го или мно го то чеч но го свя зы -
ва ния фер мен та с но си те лем, но так же и бла го да -
ря фик са ции бел ка в опре де лен ной ори ен та ции
при уча с тии раз лич ных сег мен тов бел ко вой гло бу -
лы. Та кая фик са ция ре а ли зу ет ся за счет со зда ния
раз лич ных ти пов по вер х но сти но си те ля пу тем
при вив ки кар бок си ль ных-, ами но- или ме тал-хе -
лат ных групп [6, 84, 101, 104]. Эти ме то ды кон фор -
ма ци он ной ин же не рии по зво ля ют мно го крат но из -
ме нять ак тив ность фер мен та и вли ять на его се лек -
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тив ность, при чем сте пень вли я ния су ще ст вен но
за ви сит от факторов це ле во го био ка та ли ти че ско -
го про цес са, та ких как рН, тем пе ра ту ра и рас тво -
ри те ли (см. таб ли цу, № 3, 4).

В ра бо те [101] про де мон ст ри ро ва но вли я -
ние сте пе ни кон фор ма ци он ной по движ но с ти бел -
ко вой гло бу лы CALB, обес пе чи ва е мое раз лич ны -
ми ме то да ми им мо би ли за ции (ад сор б ция на ме -
так ри лат ном но си те ле или гид ро фо би зо ван ном
си ли ка ге ле, мно го то чеч ное ко ва лен т ное свя зы ва -
ние с по ли мер ным но си те лем и же ст кое вклю че -
ние в гид ро фоб ный золь-гель), на се лек тив ность
фер мен та в про цес се не пре рыв но го ки не ти че ско -
го раз де ле ния ами нов и тем пе ра тур ную за ви си -
мость этой се лек тив но сти. Раз лич ные про то ко лы
им мо би ли за ции CALB на ами но ак ти ви ро ван ном
но си те ле (ион ная сила, при сут ст вие де тер ген тов,
сте пень сшив ки ГА), влия ю щие на ко ли че ст во свя -
зей фер мент—но си тель, же ст кость бел ко вой гло -
бу лы, ее ори ен та цию и кон фор ма цию, по зво ля ют
ре ша ю щим об ра зом ва рь и ро вать ак тив ность, ста -
би ль ность и се лек тив ность по лу ча е мо го БК [125].

Ме то дом кон фор ма ци он ной ин же не рии
CALB мож но счи тать ее им мо би ли за цию в при сут -
ст вии де тер ген тов, (как пра ви ло, неи он но го де тер -
ген та три то на Х-100), что по зво ля ет фик си ро вать
фер мент в от кры той ак тив ной фор ме [84, 111, 125, 
156, 157], со зда вая усло вия для по лу че ния ак тив -
ных БК (см. таб ли цу, № 19).

Про де мон ст ри ро ва на так же воз мож ность
вли я ния на свой ст ва CALB (ак тив ность, ста би ль -
ность, се лек тив ность) пу тем по стим мо би ли за ци -
он ной хи ми че ской мо ди фи ка ции кар бок си ль ных
или пер вич ных ами ног рупп фер мен та, ко ва лен т -
но или ад сор б ци он но свя зан но го с но си те лем, при -
во дя щей к гид ро фи ли за ции или гид ро фо би за ции
по вер х но сти бел ко вой гло бу лы [158].

ИС ПО ЛЬ ЗО ВА НИЕ ПО ПЕ РЕЧ НОЙ СШИВ КИ 
ДЛЯ ПО ЛУ ЧЕ НИЯ CALB, ИМ МО БИ ЛИ ЗО ВАН НОЙ
БЕЗ НО СИ ТЕ ЛЯ

По пе реч ная сшив ка фер мен тов би фун к ци о -
на ль ны ми ре а ген та ми по зво ля ет по лу чать био ка -
та ли за то ры без но си те ля в фор ме амор ф но го осад -
ка сши то го фер мен та (CLEs), об ра зу ю ще го ся при
об ра бот ке рас тво рен но го бел ка, по пе реч но сши -
тых фер мен т ных кри с тал лов (CLECs) и по пе реч -
но сши тых фер мен т ных аг ре га тов (CLE As), об ра -
зу ю щих ся при воз дей ст вии на бел ко вые аг ре га ты,
пред ва ри те ль но осаж ден ные из рас тво ра [92, 93,
159—162]. Из трех форм БК без но си те ля наи луч -
шую пер с пек ти ву прак ти че ско го ис по ль зо ва ния
мож но при знать за CLE As, при ни мая во вни ма ние 

де ше виз ну и про сто ту при ме ня е мых ме то дик, вы -
со кую ак тив ность не об ре ме нен ных бал ла ст ным
но си те лем БК, по рой пре вы ша ю щую ак тив ность
фер мен та в рас тво ре, и ча с то на блю да е мую хо ро -
шую устой чи вость к не бла го при ят ным воз дей ст -
ви ям сре ды [159—162]. Низ кая ме ха ни че ская
проч ность CLE As яв ля ет ся су ще ст вен ным не до -
стат ком [92], ко то рый пы та ют ся пре о до леть пу -
тем вве де ния в их со став раз лич ных до ба вок [93,
161, 162] или ком би на ции по пе реч ной сшив ки с
дру ги ми ме то да ми им мо би ли за ции, на при мер, с
вклю че ни ем в по ли мер ные обо лоч ки [93, 161, 162].

Фер мен т ные аг ре га ты CALB по лу ча ют,
осаж дая фер мент из рас тво ра су ль фа том ам мо ния
[96, 130, 159, 163], по ли эти лен г ли колем (PEG) раз -
лич ной мо ле ку ляр ной мас сы [130, 163] или сме ши -
ва ю щи ми ся с во дой ор га ни че ски ми рас тво ри те ля -
ми: аце то ном [130, 163], 1,2-ди ме ток си э та ном
[163, 164], 2-про па но лом [19, 130], трет-бу та но -
лом [96, 97, 160] и др. [130, 160]. 

По дан ным, пред став лен ным в ра бо те [160], 
где в ка че ст ве оса ди те лей при по лу че нии CLE As
на осно ве раз лич ных фер мен тов были изу че ны
один над цать ор га ни че ских рас тво ри те лей, мож но 
за клю чить, что в слу чае CALB луч шие ре зу ль та ты 
до сти га ют ся при ис по ль зо ва нии не по ляр ных рас -
тво ри те лей, та ких как трет-бу та нол, 1,2-ди ме ток -
си э тан и ди ме тил су ль фок сид (ак тив ность аг ре га -
тов CALB была рав на ак тив но сти фер мен та в рас -
тво ре). При этом, од на ко, в ка че ст ве оса ди те ля
пред поч ти те ль нее ис по ль зо ва ние су ль фа та ам мо -
ния или PEG, что по зво ля ет по лу чать аг ре ги ро -
ван ный пре па рат с ак тив но стью, на 30% пре вы -
ша ю щей ак тив ность рас тво рен но го фер мен та
[160].

Скри нинг раз лич ных оса ди те лей для по лу -
че ния CLE As на осно ве CALB (CALB-CLE As)
осу ще ст в лен так же в ра бо те [130]. Опро бо ва ны
шесть ор га ни че ских рас тво ри те лей, су ль фат ам -
мо ния и PEG с мо ле ку ляр ной мас сой 200 и 600. По -
вы ше ние фер мен та тив ной ак тив но сти CALB при
син те зе про пил ла у ра та в 2—2,8 раза по срав не -
нию со сво бод ным фер мен том на блю да лось при
по лу че нии CLE As с ис по ль зо ва ни ем аце то на,
PEG200, PEG600 и су ль фа та ам мо ния [130] (см.
таб ли цу, № 27).

Для сшив ки фер мен т ных аг ре га тов и по лу -
че ния CLE As на осно ве CALB в ка че ст ве би фун к -
ци о на ль ных аген тов ис по ль зу ют диа льде ги ды, в
по дав ля ю щем бо ль шин ст ве слу ча ев глу та ро вый
аль де гид [19, 96, 97, 130, 160, 163, 164]. Опи са но
так же при ме не ние для по лу че ния CLE As по ли аль -
де гид дек ст ра на [161] и кар бо гид рат ных ана ло гов
ГА, луч шим из ко то рых при ме ни те ль но к CALB
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ока зал ся диг ли ко ль а ль де гид [165]. Диа льде ги ды
взаи мо дей ст ву ют с ами ног руп па ми на по вер х но -
сти бел ка, в пер вую оче редь, с пер вич ны ми ами -
ног руп па ми ли зи на, с об ра зо ва ни ем меж бел ко вых 
сши вок. Об ра зу ю щи е ся осно ва ния Шиф фа мо гут
быть вос ста нов ле ны бор гид ри дом на трия до за ме -
щен ных ами нов.

По лу ча е мые осаж де ни ем фер мен т ные аг ре -
га ты пред став ля ют со бой над мо ле ку ляр ные струк -
ту ры раз ме ром от 1 до 100 мкм [160], фик си ру е -
мые об ра ти мы ми фи зи че ски ми взаи мо дей ст ви я -
ми, при ко то рых CALB мо жет на хо ди ть ся в ак ти -
ви ро ван ной фор ме. По пе реч ная сшив ка глу та ро -
вым аль де ги дом фик си ру ет эти аг ре га ты с со хра -
не ни ем от кры той ак тив ной струк ту ры фер мен та,
в свя зи с чем CALB в фор ме CLE As мо жет иметь
бо лее вы со кую ак тив ность, чем фер мент в рас тво -
ре [160]. Это про де мон ст ри ро ва но на при ме ре по -
лу че ния CALB-CLE As с вы хо дом по ак тив но сти
око ло 180% при ис по ль зо ва нии в ка че ст ве оса ди -
те ля PEG [160], 140% при ис по ль зо ва нии 1,2-ди -
ме ток си э та на и 125% при осаж де нии аце то ном
[163]. По лу че ние CLE As в при сут ст вии де тер ген -
та (три тон Х-100) или крa ун-эфи ра (crown et her)
спо соб ст ву ет сдви гу рав но ве сия при осаж де нии
аг ре га тов в сто ро ну от кры той фор мы фер мен та и
ее по сле ду ю щей фик са ции, что так же обес пе чи ва -
ет по вы ше ние вы хо да ак тив но сти при им мо би ли -
за ции до 130—180 % [163]. 

В свя зи с тем, что в мо ле ку ле CALB ко ли -
че ст во пер вич ных ами ног рупп, до ступ ных для
взаи мо дей ст вия с глу та ро вым аль де ги дом, не ве ли -
ко (9 бо ко вых остат ков Lys и N-кон це вая ами ног -
руп па) и бо ль шая часть по вер х но сти фер мен та их
ли ше на [30, 106], ста дия сшив ки фер мен т ных аг -
ре га тов при по лу че нии CLE As мо жет быть не до -
ста точ но эф фек тив ной. Это по ка за но в ра бо тах
[96, 97], ког да вы мы ва ние мо но мер но го фер мен та
из пре па ра та CALB-CLE As на блю да лось в про цес -
се элек т ро фо ре за в при сут ст вии до де цил су ль фа та 
на трия (SDS). Для со вер шен ст во ва ния про цес са
сшив ки фер мен т ных аг ре га тов глу та ро вым аль де -
ги дом ис по ль зо ва ны та кие под хо ды, как со вме ст -
ная аг ре га ция и сшив ка CALB и бы чь е го сы во ро -
точ но го аль бу ми на (BSA) [96] и обо га ще ние мо ле -
ку лы CALB пер вич ны ми ами ног руп па ми пу тем
их при вив ки на по вер х ность бел ка при твер до фаз -
ной хи ми че ской об ра бот ке эти лен ди а ми ном в при -
сут ст вии кар бо ди и ми да [97]. Оба по лу чен ных био -
ка та ли за то ра в фор ме CLE As де мон ст ри ру ют
проч ное свя зы ва ние CALB, ко то рая не вы мы ва ет -
ся из пре па ра та даже при ки пя че нии с SDS [96,
97]. Оба они су ще ст вен но пре вос хо дят по тер ми -
че ской ста би ль но сти стан дар т ный об ра зец

CALB-CLE As, по лу чен ный без до ба вок и ами ни -
ро ва ния ли па зы. При этом био ка та ли за тор CLE As 
на осно ве ами ни ро ван ной CALB пре вос хо дит
CALB-BSA-CLE As по тер ми че ской ста би ль но сти 
и  устой чи во сти в при сут ст вии тет ра гид ро фу ра на
(см. таб ли цу, № 23) [96, 97].

Сле ду ет ска зать, что по ско ль ку по лу че ние
CLE As яв ля ет ся ком п лек с ным мно го фак тор ным
про цес сом с ярко вы ра жен ным вза им ным вли я ни -
ем опе ра ци он ных па ра мет ров, для его оп ти ми за -
ции успеш но ис по ль зу ют ме то ды ма те ма ти че ско -
го пла ни ро ва ния эк с пе ри мен та [96, 97, 160].

Пре па ра ты типа CALB-CLE As спо соб ны
фун к ци о ни ро вать в ор га ни че ских рас тво ри те лях
[26, 27], ион ных жид ко стях [26] и су пер кри ти че -
ской дву оки си уг ле ро да (scCO2) [27, 166], про яв -
ляя при этом вы со кую ста би ль ность при не бла го -
при ят ных воз дей ст ви ях сре ды. В ча ст но сти, про -
де мон ст ри ро ва на ста би ль ность CALB-CLE As к
дей ст вию ион ной жид ко сти [BMIm][dca], пол но -
стью инак ти ви ру ю щей на тив ный фер мент [26].
Ком мер че ски до ступ ный БК на осно ве CALB в
фор ме CLE As (CLEA® Tec h no lo gi es, Ни дер лан -
ды) осу ще ст в лял ре ак цию транс эте ри фи ка ции
этил бу та но а та 1-бу та но лом в сре де [BMIm][dca]
вдвое бы ст рее, чем в трет-бу та но ле [26]. Тот же
ком мер че ски до ступ ный БК по ка зы вал вы со кую
сте пень кон вер сии и пре крас ную энан ти о се лек -
тив ность в не пре рыв ных про цес сах ки не ти че ско -
го раз де ле ния спир тов (1-фе ни лэ та но ла и -тет ра -
ло ла) пу тем их эте ри фи ка ции ви ни ла це та том в
scCO2 [27] (см. таб ли цу, № 29).

ДРУ ГИЕ МЕ ТО ДЫ ИМ МО БИ ЛИ ЗА ЦИИ CALB

Опи са но по лу че ние БК на осно ве CALB пу -
тем ее вклю че ния в си ли кат ный золь-гель с пре д -
им мо би ли за ци он ной об ра бот кой фер мен та суб -
ст ра том (триг ли це ри дом) и глу та ро вым аль де ги -
дом с це лью его ак ти ва ции и ста би ли за ции [94]
(см. таб ли цу, № 28). БК пред наз на чен для ис по ль -
зо ва ния в про цес сах транс эте ри фи ка ции ма сел ме -
та но лом при про из вод ст ве био ди зе ля. Со че та ние
гид ро фоб но го (этил т ри ме ток си си лан) и гид ро фи -
ль но го (тет ра ме ток си си лан) пред ше ст вен ни ков
по зво ли ло по лу чить ам фи фи ль ную ге ле вую мат -
ри цу, обес пе чи ва ю щую как до ступ гид ро фоб ных
триг ли це ри дов к фер мен ту, так и его за щи ту от
инак ти ва ции ме та но лом и ин ги би ро ва ния гли це -
ри ном, на кап ли ва ю щим ся в си с те ме. Ком п лек с -
ная оп ти ми за ции про цес сов им мо би ли за ции
CALB и транс эте ри фи ка ции по зво ли ла до стичь
вы со кой эф фек тив но сти про цес са по лу че ния био -
ди зе ля [94] (сте пень кон вер сии 90 % за 24 ч).
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CALB, им мо би ли зо ван ная вклю че ни ем в гид ро -
фоб ный золь-гель, обес пе чи ва ю щий же ст кое свя -
зы ва ние бел ка с огра ни че ни ем его кон фор ма ци он -
ной по движ но с ти, ока за лась вы со ко се лек тив ной
в про цес сах не пре рыв но го ки не ти че ско го раз де ле -
ния ами нов, мо ле ку лы ко то рых об ла да ют бо ль шой
кон фор ма ци он ной гиб ко стью, на при мер, (±)-4-фе -
нил- бу тан-2-ами на [101]. 

Пред став ля ют ин те рес ме то ды по лу че ния
БК пу тем им мо би ли за ции CALB на на но ча сти -
цах, об ла да ю щих па ра мет ра ми, благоприятными
для про яв ле ния био ка та ли ти че ской ак тив но сти
им мо би ли зо ван но го фер мен та, та ки ми как вы со -
кая уде ль ная по вер х ность, до ступ ность суб ст ра -
тов к ак тив но му цен т ру, воз мож ность ис по ль зо ва -
ния вы со кой на груз ки по бел ку [127, 128, 167] (см. 
таб ли цу, № 24, 25). 

Для им мо би ли за ции CALB ис по ль зо ва ны
по ли уре та но вые на но ча сти цы  [127, 128]. Осу ще -
ст в ле ние ми ни э му ль си он ной по ли ме ри за ции в
при сут ст вии по ли эти лен г ли ко ля по зво ли ло мно го -
крат но уве ли чить тер ми че скую ста би ль ность фер -
мен та [127].

Ко ва лен т ной им мо би ли за цией CALB на муль -
ти стен ных уг ле род ных на нот руб ках по лу чен эф -
фек тив ный БК про цес са син те за пен тил ва ле ри а та 
(вы ход син те за 90 %), об ла да ю щий пре крас ной
опе ра ци он ной ста би ль но стью (со хра ня ет ся 80 %
ак тив но сти по сле 50 цик лов) и ста би ль но стью к
не бла го при ят ным воз дей ст ви ям де тер ген тов и вы -
со ких тем пе ра тур [129] (см. таб ли цу, № 26).

Опи сан ме тод по лу че ния БК на осно ве
CALB, пред наз на чен но го для ис по ль зо ва ния в не -
вод ных сре дах, пу тем им мо би ли за ции фер мен та
на ком мер че ски до ступ ном пи ро ген ном си ли ка те
(fu med si li ca), пред став ля ю щем со бой не по ри с -
тые амор ф ные на но ча сти цы дву оки си крем ния, ор -
га ни зо ван ные в над мо ле ку ляр ные струк ту ры с хо -
ро шо раз ви той внут рен ней по вер х но стью [168,
169]. Им мо би ли за цию осу ще ст в ля ли пу тем ли о -
фи ль ной суш ки сус пен зии но си те ля в во дном рас -
тво ре фер мен та. Оп ти ми за ция ме то да по на груз ке 
фер мен та на но си тель по ка за ла, что ак тив ность
БК воз ра с та ет вплоть до до сти же ния сте пе ни по -
кры тия по вер х но сти но си те ля бел ком 230 %. Бе -
ло кбел ко вые взаи мо дей ст вия мо ле кул CALB
при ее мно го слой ной им мо би ли за ции яв ля ют ся,
ве ро ят но, при чи ной ак ти ва ции фер мен та [169].
По лу чен ный опи сан ным спо со бом БК про де мон -
ст ри ро вал то ле ран т ность к тем пе ра ту рам до 70°, а 
так же к воз дей ст вию ор га ни че ских рас тво ри те -
лей и был успеш но ис по ль зо ван в про цес се энан -
ти о се лек тив ной транс эте ри фи ка ции R/S-1-фе нил- 
эта но ла ви ни ла це та том в сре де гек са на [169].

ИС ПО ЛЬ ЗО ВА НИЕ БИО КА ТА ЛИ ЗА ТО РОВ 
НА ОСНО ВЕ CALB В ТЕХ НО ЛО ГИ ЧЕ СКИХ 
ПРО ЦЕС САХ

Пред став ля ют ин те рес ис сле до ва ния эф фек -
тив но сти БК, по лу чен ных им мо би ли за цией CALB
раз лич ны ми ме то да ми и со глас но раз лич ным про -
то ко лам, в про цес сах, име ю щих при клад ное зна че -
ние. Со по став ле ние БК, пред наз на чен ных для про -
мыш лен но го ис по ль зо ва ния, про во дит ся по та ким
кри те ри ям, как фер мен та тив ная ак тив ность, опе -
ра ци он ная ста би ль ность, со че та ю щая ста би ль ность 
CALB в усло ви ях био ка та ли ти че ской транс фор ма -
ции и ме ха ни че скую устой чи вость но си те ля, а так -
же эко но ми че ская эф фек тив ность про цес са (на -
при мер, за тра ты на еди ни цу це ле во го про дук та).
Ниже при во дит ся ана лиз на осно ва нии вы ше при -
ве ден ных кри те ри ев не ко то рых про мыш лен ных
про цес сов с уча с ти ем CALB.

Про цесс био ка та ли ти че ской тра сэ те ри -
фи ка ции триг ли це ри дов  при над ле жит к клас су

“зе ле ных” тех но ло гий про из вод ст ва био ди зе ля,
био де тер ген тов и био сма зок из во зоб нов ля е мо го
сы рья или от хо дов пи ще вой про мыш лен но сти.

Три мак ро по ри стых БК на осно ве CALB
были по лу че ны пу тем ад сор б ции фер мен та на по -
ли сти ро ле, ко ва лен т но го свя зы ва ния фер мен та с
по ли ме так ри ла том Se pa be ads® и ад сор б цией на
си ли кат ном но си те ле Ce li te® C-640. Эф фек тив -
ным в про цес се транс эте ри фи ка ции три о ле и на ме -
та но лом ока зал ся то ль ко пер вый БК на осно ве гид -
ро фоб ной по ли сти ро ль ной мат ри цы [51]. Вы со -
кая сте пень гид ро фоб но сти мат ри цы обес пе чи ва -
ет воз мож ность транс пор та мас ля но го суб ст ра та в 
поры БК и сни жа ет как эф фект ин ги би ро ва ния
фер мен та ме та но лом, так и его не про дук тив ную
ад сор б цию на но си те ле. CALB, им мо би ли зо ван -
ная ад сор б цией на по ли сти ро ле, была ис по ль зо ва -
на в 10 по сле до ва те ль ных цик лах ме та но ли за три о -
ле и на без по те ри эф фек тив но сти [51], в то время
как БК No vo zym® 435 (CALB, ад сор би ро ван ная
на по ли ме так ри тат ном но си ле ле Le wa tit VPOC1600)
в сход ных усло ви ях те рял 10 % ак тив но сти в каж -
дом цик ле [147]. Про де мон ст ри ро ва на эф фек тив -
ность CALB, им мо би ли зо ван ной на мак ро по ри -
стом по ли сти ро ле, в про цес се по лу че ния био ди зе -
ля пу тем ме та но ли за мас ла, из в ле ка е мо го из от ра -
бо тан ной ко фей ной гущи (сте пень кон вер сии 72 %
за 30 ч) [51].

В ра бо те [95] по ка за но, что опе ра ци он ная
ста би ль ность No vo zym® 435 в про цес се транс эте -
ри фи ка ции 1-бу та но лом мас ла по сол неч ни ка, со -
сто я ще го в основ ном из три о ле и на, не вы со ка
из-за ад сор б ции об ра зу ю ще го ся гли це ри на на по -
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вер х но сти но си те ля. За ме на по ли ме так ри лат но го
но си те ля на си ль но гид ро фоб ный по ли про пи лен
(Ac cu rel MP1001) при по лу че нии БК на осно ве
CALB по зво ли ла из бе жать ад сор б ции гли це ри на
в ходе транс эте ри фи ка ции и раз ра бо тать вы со ко -
эф фек тив ный и де ше вый био ка та ли ти че ский про -
цесс в ре ак то ре не пре рыв но го дей ст вия [95]. Про -
ве де на ком п лек с ная оп ти ми за ция про цес сов им -
мо би ли за ции и био тран с фор ма ции по эко но ми че -
ским кри те ри ям эф фек тив но сти.

Для ути ли за ции гли це ри на, яв ля ю ще го ся от -
хо дом про из вод ст ва био ди зе ля, пред ло жен био ка -
та ли ти че ский ме тод по лу че ния мо но гли це ри да па -
ль ми ти но вой кис ло ты пу тем эте ри фи ка ции в не -
вод ной сре де. В ка че ст ве БК ис по ль зо ва ны пре па -
ра ты CALB-CLE As [164]. Оп ти ми за ция усло вий
по лу че ния био ка та ли за то ра и про цес са эте ри фи ка -
ции по зво ли ла осу ще ст вить по лу че ние мо но гли -
це ри да с вы хо дом бо лее 80 % за 20 ч.

Раз ра бот ка ме то дов био ка та ли ти че ско -
го син те за ко рот ко це по чеч ных эфи ров, яв ля ю -
щих ся ком по нен та ми при род ных аро ма ти че ских
и вку со вых ком по зи ций, на прав ле на на со зда ние
эко ло ги че ски чи с тых тех но ло гий по лу че ния на ту -
ра ль ных вку со вых до ба вок для нужд пи ще вой про -
мыш лен но сти.

В ра бо те [115] ме то да ми ма те ма ти че ско го
пла ни ро ва ния эк с пе ри мен та осу ще ст в ле на оп ти -
ми за ция про цес са син те за этил бу ти ра та, яв ля ю ще -
го ся од ним из вку со вых и аро ма ти че ских ком по -
нен тов, ес те ст вен но при сут ст ву ю щих в ана на сах,
ман го и ба на нах. Для син те за это го со е ди не ния
были ис по ль зо ва ны два БК, по лу чен ные ад сор б -
цией CALB на мак ро по ри стых но си те лях — по ли -
ме так ри ла те (No vo zym® 435) и гид ро фоб ном сти -
рол-ди ви нил бен зо ле (MCI-CALB). По ка за но, что
раз ли чия в гид ро фоб но сти ис по ль зу е мых но си те -
лей су ще ст вен но влия ют на оп ти ма ль ные усло вия 
до сти же ния од ной и той же мак си ма ль ной сте пе -
ни кон вер сии мас ля ной кис ло ты в этил бу ти рат с
по мо щью эта но ла (85%), про те ка ю щей по ме ха -
низ му тер мо ди на ми че ски кон т ро ли ру е мо го син те -
за. Од на ко при этом про из во ди те ль ность MCI-
 CALB была в 1,6 раза выше, чем No vo zym® 435.
Раз ли чия в оп ти ма ль ных усло ви ях син те за яв ля -
ют ся ре зу ль та том бо лее вы со кой ак тив но сти и ста -
би ль но сти MCI-CALB при вы со ких тем пе ра ту рах 
в ор га ни че ском рас тво ри те ле, что по зво ля ет эф -
фек тив но осу ще ст в лять эте ри фи ка цию при бо ль -
шей тем пе ра ту ре и ме нь шем мо ляр ном из быт ке
аци ли ру ю ще го аген та. Че рез 8 по сле до ва те ль ных
цик лов син те за, осу ще ст в ля е мо го при оп ти ма ль -
ных усло ви ях в сре де н-гек са на, MCI-CALB со хра -
ня ла 80% на ча ль ной ак тив но сти (при 44°), а No vo -

zym® 435 — то ль ко 20% (при 37°) [115]. Су ще ст -
вен но, что най ден ные ана ло гич ным об ра зом оп ти -
ма ль ные усло вия син те за бу ти ла це та та [134], ка та -
ли зи ру е мо го теми же БК, от ли ча ют ся от усло вий
син те за этил бу ти ра та, об ла да ю ще го бо лее длин -
ной и гид ро фоб ной аци ль ной ча стью эфи ра и уко -
ро чен ной бо ко вой це пью [115].

Ме то ды эте ри фи ка ции, ами ни ро ва ния и
гид ро ли за хи ра ль ных ор га ни че ских со е ди не ний
яв ля ют ся раз но вид но стью тех но ло гий раз де ле ния
ра це ма тов и по лу че ния оп ти че ски чи с тых изо ме -
ров для нужд, в пер вую оче редь, фар ма цев ти че -
ской про мыш лен но сти. Раз ра ба ты ва е мые ме то ды
осно ва ны на R-се лек тив но сти CALB. 

Два БК на осно ве CALB, по лу чен ные ад сор б -
цией фер мен та на мак ро по ри стых но си те лях по ли -
ме так ри ла те (No vo zym® 435) и ок та де цил-Se pa be -
ads®, ис по ль зо ва ны в про цес се ди на ми че ско го ки -
не ти че ско го эта но ли за аз лак то на с рас кры ти ем ко -
ль ца с це лью раз де ле ния энан ти о ме ров клю че во го 
по лу про дук та син те за пре па ра та ода на ка тиб (Oda -
na ca tib), пред наз на чен но го для ле че ния ос тео по ро -
за [133]. CALB, им мо би ли зо ван ная на гид ро фоб -
ном но си те ле ок та де цил-Se pa be ads®, ока за лась в
1,5 раза ак тив нее и в 15 раз ста би ль нее в це ле вом
про цес се по срав не нию с No vo zym® 435. Это по -
зво ли ло раз ра бо тать де ше вый и эф фек тив ный не -
пре рыв ный ко ло ноч ный ме тод ди на ми че ско го ки -
не ти че ско го раз де ле ния вза мен бо лее до ро го го
про цес са в ре ак то ре, по вы сив при этом фак тор
энан ти о се ле стив но сти в 3 раза. 

БК, по лу чен ный ад сор б цией CALB на гид -
ро фо би зо ван ном ме зо по ри стом си ли ка ге ле с по -
сле ду ю щей ко ва лен т ной фик са цией фер мен та глу -
та ро вым аль де ги дом, про я вил вы со кую эф фек тив -
ность и се лек тив ность в про цес се не пре рыв но го
ки не ти че ско го раз де ле ния ра це ма тов фе ни ла ми -
нов в сре де [15].

По лу че ние су пер пла с ти фи ка то ра для це -
мен т ной про мыш лен но сти. No vo zym® 435 был 
ис по ль зо ван при со зда нии эко ло ги че ски чис той
био ка та ли ти че ской тех но ло гии син те за ме так ри -
ла та ме тил по ли э ти лен г ли ко ля — мак ро мо ле ку ляр -
но го мо но ме ра для по лу че ния по ли кар бок си ла та
(су пер пла с ти фи ка то ра, по вы ша ю ще го проч ность
и из но со стой кость бе то на и обес пе чи вю ще го эко -
но мию це мен та) [148].

Ис по ль зо ва ние CALB для вто рич ной пе ре -
ра бот ки по ли мер ных ма те ри а лов, при ме ня е -
мых для упа ков ки пи ще вых про дук тов опи са но в
ра бо те [14]. Вы со кая тер мо ста би ль ность CALB
по зво ля ет осу ще ст в лять про цесс гид ро ли за али фа -
ти че ских по ли эфи ров, та ких как по ли бу ти лен сук -
ци нат, по ли гид рок си бу ти рат, при 120 в сре де ди -
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хло рэ та на. При этом со хра ня ет ся 40—25 % ак тив -
но сти фер мен та по сле 5—30 мин эк ст ру зии. По лу -
чен ные низ ко мо ле ку ляр ные оли го- и мо но ме ры
мо гут быть по втор но ис по ль зо ва ны для про из вод -
ст ва пи ще вой плен ки.

Та ким об ра зом, из ло жен ный в дан ном об зо -
ре ма те ри ал де мон ст ри ру ет, что вы бор ме то да им -
мо би ли за ции CALB, при ро ды но си те ля, а так же
про то ко ла им мо би ли за ции по зво ля ет су ще ст вен -
но ва рь и ро вать ак тив ность, ста би ль ность, спе ци -
фич ность и се лек тив ность по лу ча е мо го био ка та -
ли за то ра. Это от кры ва ет ши ро кие воз мож но сти
для со зда ния оп ти ма ль но го БК при ме ни те ль но к
це ле во му био ка та ли ти че ско му про цес су.

На уч ные до сти же ния в об ла с ти изу че ния
свойств CALB и со зда ния тех но ло ги че ских БК на
ее осно ве име ют хо ро шую пер с пек ти ву прак ти че -
ско го при ме не ния при раз ра бот ке тех но ло гий по -
лу че ния хи ра ль ных про дук тов и по лу про дук тов
тон ко го ор га ни че ско го син те за, био ди зе ля, аро ма -
ти че ских эфи ров, по вер х но ст но-ак тив ных ве -
ществ, эму ль га то ров и по ли ме ров для нужд фар ма -
цев ти че ской, пи ще вой, пар фю мер ной и хи ми че -
ской про мыш лен но сти. 
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Tec h  no lo gi  cal  Bi o ca ta  lysts  ba sed on
Li pa se f rom Can di  da an tar c  t i  ca  and the ir
Use

The re vi ew pa per con cerns the prob lem of the de sign and
prac ti cal ap pli ca ti on of tec h no lo gi cal bi o ca ta lysts ba sed on li pa se 

frac ti on B from Pse u do zy ma (Can di da) an tar c ti ca (CALB).
CALB oc cu pi es an in ter me di a te po si ti on bet we en es te ra ses and
true in ter fa ce-ac ti va ted li pa ses that en su res its uni que pro per ti es.
Wide spe ci fi ci ty in the syn t he sis/hyd ro ly sis of a bro ad ran ge of
es ters, ami des and thi ols cha rac te ris tic of es te ra ses is com bi ned in 
this en zy me with the in he rent to li pa ses po ssi bi li ty of wor king on
oil-wa ter in ter fa ce of emul si fi ed sub s t ra tes and in the me di um of
or ga nic sol vents, along with high re gio- and enan ti o se tec li vi ty,
high ther mos ta bi li ty and to le ran ce to the pre sen ce of po lar and
non-po lar sol vents. The known ap pro ac hes to the im mo bi li za ti on
of CALB are dis cus sed in terms of struc tu re and pro per ti es of the
en zy me, and the pur po se of the re sul ting bi o ca ta lyst. The re por ted 
data on the po ssi bi li ti es of prac ti cal im p le men ta ti on of CALB bi -
o ca ta lysts are sum ma ri zed.

Key words: bi o ca ta lysts, CALB, Can di da an tar c ti ca li pa -
se B, im mo bi li za ti on.
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