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Áèîêàòàëèçàòîð äëÿ ýêîëîãè÷åñêè ÷èñòûõ ïðîöåññîâ îðãàíè÷åñêîãî ñèíòåçà è ïîëó÷åíèÿ áèîäèçåëÿ

Ëèïàçà ôðàêöèè Â, âûäåëåííàÿ èç äðîææåé Candida antarctica (CALB), âîñòðåáîâàíà â ïðîìûøëåí-
íîé áèîòåõíîëîãèè áëàãîäàðÿ øèðîêîé ñóáñòðàòíîé ñïåöèôè÷íîñòè â îòíîøåíèè ñèíòåçà-ãèäðîëèçà
ìíîãî÷èñëåííûõ ýôèðîâ, àìèäîâ è òèîëîâ, òåðìè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè, ïðîÿâëÿåìîé ïðè ýòîì âûñîêîé
ñòåðåî- è ðåãèîñåëåêòèâíîñòè, à òàêæå ñïîñîáíîñòè ðàáîòàòü íà ãðàíèöå ðàçäåëà ôàç è â ñðåäå îðãàíè÷å-
ñêèõ ðàñòâîðèòåëåé. Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà íàïðàâëåíà íà ñîçäàíèå âûñîêîàêòèâíîãî è ñòàáèëüíîãî òåõíî-
ëîãè÷åñêîãî áèîêàòàëèçàòîðà (ÁÊ) íà îñíîâå CALB. Ðàçðàáîòàíû òðè ìåòîäà èììîáèëèçàöèè CALB —
ïîëó÷åíèå ïîïåðå÷íî-ñøèòûõ ôåðìåíòíûõ àãðåãàòîâ, èììîáèëèçàöèÿ CALB íà ìíîãîñëîéíûõ óãëåðîä-
íûõ íàíîòðóáêàõ è ìåòîä àäñîðáöèîííî-êîâàëåíòíîé èììîáèëèçàöèè íà ãèäðîôîáíûõ íîñèòåëÿõ. Íà
îñíîâàíèè ñîïîñòàâëåíèÿ àêòèâíîñòè ïîëó÷àåìûõ ÁÊ, ýôôåêòèâíîñòè èììîáèëèçàöèè ôåðìåíòà, à òàê-
æå èõ òåðìè÷åñêîé ñòàáèëüíîñòè â îðãàíè÷åñêèõ ðàñòâîðèòåëÿõ ñäåëàí âûáîð â ïîëüçó àäñîðáöèîí-
íî-êîâàëåíòíîé èììîáèëèçàöèè CALB. Ðàçðàáîòàííûé ÁÊ îáëàäàåò ñèíòåòàçíîé àêòèâíîñòüþ
22 000—26 000 ÌÅ/ã, ÷òî ïðåâîñõîäèò èçâåñòíûå ìèðîâûå àíàëîãè â 2—2.5 ðàçà. Ïðîäåìîíñòðèðîâàíû
íåîáðàòèìîñòü ñâÿçûâàíèÿ CALB ñ íîñèòåëåì (â óñëîâèÿõ èíêóáàöèè â ðàñòâîðå äåòåðãåíòà), à òàêæå
åãî âûñîêàÿ òåðìîñòàáèëüíîñòü â îðãàíè÷åñêèõ ðàñòâîðèòåëÿõ, íàïðèìåð â òîëóîëå, ïðè 95 °Ñ
(80—96 % ñîõðàíåíèÿ àêòèâíîñòè ïîñëå 4 ÷ èíêóáàöèè).

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: áèîêàòàëèçàòîðû, èììîáèëèçàöèÿ, ëèïàçà Â èç Candida antarctica (CALB)

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÁÃ — áîðãèäðèä íàòðèÿ, ÃÀ — ãëóòàðîâûé àëüäåãèä, ÊÆ — êîíöåíò-
ðàò êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè, CALB — ëèïàçà ôðàêöèè Â èç Candida antarctica, ÁÊ — áèîêàòàëèçàòîð,
ËÊ — ëàóðèëîâàÿ êèñëîòà, ÏË — ïðîïèëîâûé ýôèð ëàóðèëîâîé êèñëîòû, ÏËÅ — Ìåæäóíàðîäíàÿ åäè-
íèöà àêòèâíîñòè ôåðìåíòà ïî ñèíòåçó ïðîïèëëàóðàòà, ÏÑ — í-ïðîïèëîâûé ñïèðò, CLEAs — ïîïåðå÷-
íî-ñøèòûå ôåðìåíòíûå àãðåãàòû, IECALB — àäñîðáöèîííî-êîâàëåíòíî èììîáèëèçîâàííàÿ CALB,
MWCNTs - ìíîãîñëîéíûå óãëåðîäíûå íàíîòðóáêè.

Ñîâðåìåííîé òåíäåíöèåé â îáëàñòè òîíêîãî îðãàíè-
÷åñêîãî ñèíòåçà ÿâëÿåòñÿ çàìåíà ìåòîäîâ õèìè÷åñêîãî
ñèíòåçà íà áèîêàòàëèòè÷åñêèå ïðîöåññû òðàíñôîðìàöèè
îðãàíè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé, ïðîòåêàþùèå â ìÿãêèõ óñëî-
âèÿõ è ïðè çíà÷èòåëüíîì ñíèæåíèè ýêîëîãè÷åñêîé íà-
ãðóçêè. Ïðè ýòîì èñïîëüçóþò áèîêàòàëèçàòîðû íà îñíîâå
ðàçëè÷íûõ ôåðìåíòîâ, êàê ïðàâèëî ìîäèôèöèðîâàííûõ
ìåòîäàìè ãåíåòè÷åñêîé èíæåíåðèè.

CALB è áèîêàòàëèçàòîðû íà åå îñíîâå íàõîäÿò ïðè-
ìåíåíèå â òîíêîì îðãàíè÷åñêîì ñèíòåçå, ïèùåâîé, êîñ-
ìåòè÷åñêîé è áóìàæíîé ïðîìûøëåííîñòÿõ, ïðè ïðîèç-
âîäñòâå äåòåðãåíòîâ, à òàêæå äëÿ îñóùåñòâëåíèÿ ïðîöåñ-
ñîâ òðàíñýòåðèôèêàöèè ïðè ïîëó÷åíèè áèîäèçåëÿ èç
ðàñòèòåëüíîãî ñûðüÿ (Ñêëÿðåíêî è äð., 2015; Pourzolfag-
har et al., 2016). Âûñîêàÿ ñòåðåîñåëåêòèâíîñòü ôåðìåíòà
(Escorcia et al., 2014) ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü åãî äëÿ íà-
ïðàâëåííûõ òðàíñôîðìàöèé îðãàíè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé, â
÷àñòíîñòè ïîëóïðîäóêòîâ ñèíòåçà òàêèõ ëåêàðñòâåííûõ
ïðåïàðàòîâ, êàê ëîòðàôèáàí, ïîçàêîíàçîë, äàðóíàâèð è
êåòîðîëàê (Ñêëÿðåíêî è äð., 2015).

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿëîñü ïîëó÷åíèå ãåòåðî-
ãåííîãî òåõíîëîãè÷åñêîãî áèîêàòàëèçàòîðà íà îñíîâå ðå-
êîìáèíàíòíîé CALB, îáëàäàþùåãî âûñîêîé àêòèâíî-
ñòüþ è ñòàáèëüíîñòüþ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

È ñ ï î ë ü ç î â à ë è ñ ë å ä ó þ ù è å ì à ò å ð è à ë û è
ð å à ê ò è â û: êîíöåíòðàò êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè (ÊÆ)
ðåêîìáèíàíòíîãî øòàììà Pichia pastoris ÂÊÏÌ Y-4298
(Vland Biotech Inc., Êèòàé); ìíîãîñëîéíûå óãëåðîä-
íûå íàíîòðóáêè (MWCNTs; Èíñòèòóò áèîõèìè÷åñêèõ
òåõíîëîãèé è íàíîòåõíîëîãèé ÐÓÄÍ, Ìîñêâà); ìàêðî-
ïîðèñòûå íîñèòåëè ECR1090F, ECR1030M è ECR8806F
(Purolite®Life Sciences, Ãîëëàíäèÿ); ãëóòàðîâûé àëüäå-
ãèä (ÃÀ, 25%-íûé âîäíûé ðàñòâîð), áîðãèäðèä íàòðèÿ
(ÁÃ) è ïðîïèëëàóðàò (Sigma-Aldrich, ÑØÀ); àöåòîíèòðèë
(Biosolv Chimie Sarl, Ôðàíöèÿ); ëàóðèëîâàÿ êèñëîòà (ËÊ;
Acros Organics, Ðîññèÿ); ìóðàâüèíàÿ êèñëîòà, í-ïðîïèëî-
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âûé ñïèðò (ÏÑ) è ñóëüôàò àììîíèÿ (Õèìðåàêòèâ, Ðîñ-
ñèÿ).

Â êà÷åñòâå èñõîäíîãî ìàòåðèàëà äëÿ èììîáèëèçàöèè
CALB ðàçëè÷íûìè ìåòîäàìè èñïîëüçîâàëè íåïîñðåäñò-
âåííî ÊÆ ðåêîìáèíàíòíîãî øòàììà P. pastoris ÂÊÏÌ
Y-4298, ïîëó÷åííûé ìåòîäîì óëüòðàôèëüòðàöèè (ñèíòå-
òàçíàÿ àêòèâíîñòü 200—300 ÏËÅ/ìë, ñîäåðæàíèå áåëêà
4—5 ìã/ìë).

Ï î ë ó ÷ å í è å ï î ï å ð å ÷ í î - ñ ø è ò û õ ô å ð ì å í ò -
í û õ à ã ð å ã à ò î â (C L E A s - C A L B). Èììîáèëèçàöèþ
îñóùåñòâëÿëè ïóòåì îñàæäåíèÿ CALB â âèäå ôåðìåíò-
íûõ àãðåãàòîâ è ïîñëåäóþùåé ïîïåðå÷íîé ñøèâêè ýòèõ
ôèçè÷åñêèõ àãðåãàòîâ ÃÀ. Îñíîâàíèÿ Øèôôà, îáðàçîâàí-
íûå ïðè âçàèìîäåéñòâèè ÃÀ ñ ïåðâè÷íûìè àìèíîãðóïïà-
ìè áåëêà, âîññòàíàâëèâàëè ñ ïîìîùüþ ÁÃ. Ïðîöåäóðû
îñóùåñòâëÿëè ïðè 2—4 °Ñ ïðè ïåðåìåøèâàíèè. Àãðåãàòû
îñàæäàëè ñóëüôàòîì àììîíèÿ (0.55 ã/ìë ÊÆ), ñøèâàëè
(ñòàäèÿ ñøèâêè), èñïîëüçóÿ 1.0 % ÃÀ (ðÍ 7.0; 30 ìèí), è
öåíòðèôóãèðîâàëè; íà ñòàäèè âîññòàíîâëåíèÿ îñíîâàíèé
Øèôôà èñïîëüçîâàëè 1 ìã/ìë ÁÃ (ðÍ 8.0; 10 ìèí) è öåíò-
ðèôóãèðîâàëè.

Ï î ë ó ÷ å í è å C A L B, è ì ì î á è ë è ç î â à í í î é í à
ì í î ã î ñ ë î é í û õ ó ã ë å ð î ä í û õ í à í î ò ð ó á ê à õ
( M W C N T s - C A L B). Èììîáèëèçàöèþ ïðîâîäèëè òà-
êèì æå ñïîñîáîì, êàê â ñëó÷àå ïîëó÷åíèÿ ôåðìåíòíûõ àã-
ðåãàòîâ CLEAs, îñóùåñòâëÿÿ ñòàäèþ îñàæäåíèÿ â ïðèñóò-
ñòâèè MWCNTs, âçÿòûõ â êîëè÷åñòâå 2 ìã/ìë ÊÆ.

À ä ñ î ð á ö è î í í î - ê î â à ë å í ò í à ÿ è ì ì î á è ë è -
ç à ö è ÿ C A L B (ï î ë ó ÷ å í è å I E C A L B). Èììîáèëèçà-
öèþ CALB ïðîâîäèëè ïóòåì ôèçè÷åñêîé àäñîðáöèè ôåð-
ìåíòà íà ãèäðîôîáíîì íîñèòåëå ñ ïîñëåäóþùåé êîâàëåí-
òíîé ñøèâêîé àäñîðáèðîâàííîãî áåëêà ÃÀ è
âîññòàíîâëåíèåì îáðàçîâàâøèõñÿ îñíîâàíèé Øèôôà ÁÃ.
Ïðîöåäóðû îñóùåñòâëÿëè ïðè 20 °Ñ è óìåðåííîì ïåðå-
ìåøèâàíèè ðåàêöèîííîé ñìåñè íà êà÷àëêå.

Ñòàäèÿ ãèäðîôîáíîé àäñîðáöèè íà ìàêðîïîðèñòûõ
íîñèòåëÿõ: íàãðóçêà íà íîñèòåëü 20—510 ìã áåëêà íà 1 ã
(ñóõîé âåñ; ðÍ 7.0; 23 ÷); ñòàäèÿ ñøèâêè áåëêà: 1.0—2.5 %
ÃÀ; 60—340 ìèí; ñòàäèÿ âîññòàíîâëåíèÿ îñíîâàíèé

Øèôôà: 0.6—4.0 ìã/ìë ÁÃ; ðÍ 8.0; 30 ìèí; âàêóóìíàÿ ôè-
ëüòðàöèÿ.

Â û ñ ó ø è â à í è å î á ð à ç ö î â è ì ì î á è ë è ç î â à í -
í î é C A L B. Âëàæíûå ÁÊ 2—3 ðàçà ïðîìûâàëè àöåòî-
íîì, èñïîëüçóÿ äëÿ êàæäîé ïðîìûâêè ðàñòâîðèòåëü â êî-
ëè÷åñòâå 2 ìë íà 1 ã âëàæíîãî ÁÊ. Ðàñòâîðèòåëü óäàëÿëè
âàêóóìíîé ôèëüòðàöèåé. Îáåçâîæåííûé ÁÊ ñóøèëè ïîä
âàêóóìîì 30—45 ìèí äî îñòàòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ âëàãè
3—7 %.

Î ï ð å ä å ë å í è å ñ è í ò å ò à ç í î é à ê ò è â í î ñ ò è
C A L B. Ñèíòåòàçíóþ àêòèâíîñòü CALB îïðåäåëÿëè ïî
ðåàêöèè ñèíòåçà ïðîïèëîâîãî ýôèðà ëàóðèëîâîé êèñëîòû
(ÏË) ïðè ýòåðèôèêàöèè ËÊ ñ ïîìîùüþ ÏÑ ïðè 60 � 1 °Ñ
â òå÷åíèå 15—60 ìèí. Ïðîöåññ îñóùåñòâëÿëè ïðè ïåðå-
ìåøèâàíèè ðåàêöèîííîé ñìåñè, ñîäåðæàùåé 40 ììîëåé
(3.0 ìë) ÏÑ, ðàñòâîðåííûõ â 40 ììîëÿõ (8.01 ã) ðàñïëàâ-
ëåííîé ËÊ â ïðèñóòñòâèè 17.8 ììîëÿ (0.32 ìë) âîäû, è
àëèêâîòó àíàëèçèðóåìîãî îáðàçöà CALB. Êîíöåíòðàöèþ
ÏË è ËÊ â ïîëó÷åííîé ðåàêöèîííîé ñìåñè îïðåäåëÿëè
ìåòîäîì âûñîêîýôôåêòèâíîé æèäêîñòíîé õðîìàòîãðà-
ôèè â èçîêðàòè÷åñêîì ðåæèìå íà êîëîíêå Kromasil C8
(25 � 4 ìì) ïðè 55 °Ñ. Ïîäâèæíàÿ ôàçà — àöåòîíèòðèë :
âîäà, 95 : 5 (v/v), ìóðàâüèíàÿ êèñëîòà 0.1 îáúåìíûõ %
(1 ìë/ìèí); äåòåêöèÿ ïðè 205 íì.

Çà 1 åä. ñèíòåòàçíîé (1 ÏËÅ) àêòèâíîñòè CALB ïðè-
íèìàëè òàêîå êîëè÷åñòâî îáðàçöà, êîòîðîå êàòàëèçèðóåò
îáðàçîâàíèå 1 ìêìîëÿ ÏË çà 1 ìèí.

È ç ó ÷ å í è å ì î ä å ë ü í î é ñ ò à á è ë ü í î ñ ò è. Ñòà-
áèëüíîñòü CALB â ìîäåëüíûõ óñëîâèÿõ õàðàêòåðèçîâàëè
ïî îòíîñèòåëüíîé îñòàòî÷íîé àêòèâíîñòè ÁÊ ïîñëå èíêó-
áàöèè îáðàçöîâ â îðãàíè÷åñêèõ ðàñòâîðèòåëÿõ ïðè çàäàí-
íîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 4 èëè 5.5 ÷.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ïðè âûáîðå ìåòîäîâ èììîáèëèçàöèè CALB îñíîâû-
âàëèñü íà òàêèõ îñîáåííîñòÿõ ñòðóêòóðû ýòîãî ôåðìåíòà,
êàê âûñîêàÿ ñòåïåíü ãèäðîôîáíîñòè åãî ïîâåðõíîñòè
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Ñîïîñòàâëåíèå ðàçëè÷íûõ ôîðì áèîêàòàëèçàòîðîâ íà îñíîâå CALB

Ïîêàçàòåëü

Áèîêàòàëèçàòîðû (ÁÊ)

ÊÆ
CALB

CLEAs-
CALB

MWCNTs-
CALB

IECALB
(ECR8806F)

IECALB
(ECR1090F)

Ñèíòåòàçíàÿ àêòèâíîñòü, ÏËÅ/ã ñóõîãî âåñà
(äëÿ ÊÆ: ÏËÅ/ìë)

250 37 990 48 000 26 000 22 400

Âûõîä àêòèâíîñòè ïðè èììîáèëèçàöèè, % a — 160 250 320 210

Ñïîñîá îòäåëåíèÿ ÁÊ — Öåíòðèôóãèðîâàíèå Ôèëüòðàöèÿ

Óñëîâèÿ èíêóáàöèè Ðàñòâîðèòåëü Îòíîñèòåëüíàÿ îñòàòî÷íàÿ àêòèâíîñòü ïîñëå èíêóáàöèè, % á

60 °Ñ, 12 ìèí âîäíûé áóôåð, ðÍ 8.0 50.0 — — — —

95 °Ñ, 4 ÷ òîëóîë — 69.2 70.2 8.4 96.4

60 °Ñ, 5.5 ÷ 1,4-äèîêñàí — — — 82.1 90.2

ýòèëàöåòàò — — — 78.6 90.8

í-ãåêñàí — — — 83.9 90.0

Ï ð è ì å ÷ à í è å. a Îòíîøåíèå ñóììàðíîé àêòèâíîñòè ïîëó÷åííîãî ÁÊ ê ñóììàðíîé àêòèâíîñòè ÊÆ, âçÿòîé äëÿ èììîáèëèçàöèè, %; á îòíîøåíèå
ñèíòåòàçíîé àêòèâíîñòè ÁÊ ïîñëå èíêóáàöèè ê èñõîäíîé àêòèâíîñòè îáðàçöà, %.



(Ferrario et al., 2013), ëîêàëèçàöèÿ ãèäðîôîáíûõ è ãèäðî-
ôèëüíûõ îñòàòêîâ â âèäå áîëüøèõ ðàçäåëüíûõ ïîâåðõíî-
ñòíûõ çîí (Basso et al., 2007; Hanefeld et al., 2009), à òàêæå
ðàñïîëîæåíèå áîëüøåé ÷àñòè äîñòóïíûõ îñòàòêîâ ëèçèíà
â ãèäðîôèëüíûõ çîíàõ ïîâåðõíîñòè áåëêîâîé ãëîáóëû
âäàëè îò àêòèâíîãî öåíòðà ôåðìåíòà (Lee et al., 2010;
Cruz et al., 2012), ÷òî ïîçâîëÿåò âîâëåêàòü èõ â ïðîöåññû
ìîäèôèêàöèè è êîâàëåíòíîé ñøèâêè áåç ñóùåñòâåííûõ
ïîòåðü ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè. Âàæíåéøóþ ðîëü
ïðè ïîëó÷åíèè ÁÊ íà îñíîâå CALB èãðàåò ìåõàíèçì ïî-
âåðõíîñòíîé àêòèâàöèè ôåðìåíòà ïðè åãî àäñîðáöèè íà
ãèäðîôîáíûõ ïîâåðõíîñòÿõ (Barbosa et al., 2011), îáåñïå-
÷èâàþùèé ñóùåñòâåííûå äëÿ êàòàëèçà è ñòàáèëüíîñòè
ôåðìåíòà ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ áåëêîâîé ãëîáóëû, êî-
òîðûå ìîãóò áûòü ôèêñèðîâàíû â ðåçóëüòàòå èììîáèëè-
çàöèè.

ÁÊ, ïîëó÷åííûå ìåòîäàìè ãèäðîôîáíîé àãðåãàöèè è
àäñîðáöèîííî-êîâàëåíòíîé èììîáèëèçàöèè, ñîïîñòàâëå-
íû â òàáëèöå. ÁÊ, ïîëó÷åííûå ïóòåì ãèäðîôîáíîé àãðå-
ãàöèè CALB (CLEAs-CALB è MWCNTs-CALB), îáëàäà-
þò âûñîêîé àêòèâíîñòüþ. Ïðè ýòîì âûõîä àêòèâíîñòè
ïðîöåññà èììîáèëèçàöèè, ïðåâûøàþùèé 100 % (ñì. òàá-
ëèöó), ñâèäåòåëüñòâóåò î ïåðåõîäå ìîëåêóë CALB â îò-
êðûòóþ àêòèâíóþ ôîðìó çà ñ÷åò âçàèìîäåéñòâèÿ ãèäðî-
ôîáíûõ ó÷àñòêîâ àãðåãèðîâàííûõ ìîëåêóë. Íà òðåòü áî-
ëåå âûñîêàÿ àêòèâíîñòü MWCNTs-CALB ïî ñðàâíåíèþ ñ
CLEAs-CALB ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì ñíÿòèÿ âíóòðèäèôôó-
çèîííûõ îãðàíè÷åíèé â ñëó÷àå îñàæäåíèè è ôèêñàöèè
ôåðìåíòà íà ñèëüíî ðàçâèòîé ãèäðîôîáíîé ïîâåðõíîñòè,
êîòîðîé îáëàäàþò ìíîãîñëîéíûå óãëåðîäíûå íàíîòðóá-
êè. Êîíôîðìàöèîííûå èçìåíåíèÿ áåëêà, ïðîèñõîäÿùèå
ïðè ïðèíÿòèè èì îòêðûòîé ôîðìû, ïðèâîäÿò íå òîëüêî ê
àêòèâàöèè, íî è ê ñòàáèëèçàöèè CALB (Hedfors et al.,
2010). Ïîýòîìó ÁÊ, ïîëó÷åííûå ïóòåì ãèäðîôîáíîé àãðå-
ãàöèè CALB ñ ïîñëåäóþùåé ìíîãîòî÷å÷íîé êîâàëåíòíîé
ñøèâêîé, îáëàäàþò òàêæå ñóùåñòâåííî áîëåå âûñîêîé
ñòàáèëüíîñòüþ, ÷åì íàòèâíûé ôåðìåíò (ñì. òàáëèöó).
Ïðè ýêñïëóàòàöèè ýòè ÁÊ ìîãóò áûòü îòäåëåíû îò ðåàê-
öèîííîé ñìåñè òîëüêî öåíòðèôóãèðîâàíèåì, ïîýòîìó èõ
èñïîëüçîâàíèå öåëåñîîáðàçíî ëèøü ïðè ïðîèçâîäñòâå äî-
ðîãèõ ïðîäóêòîâ.

Ñàìûì ðàñïðîñòðàíåííûì ìåòîäîì èììîáèëèçàöèè
CALB ÿâëÿåòñÿ ïðîñòàÿ ôèçè÷åñêàÿ àäñîðáöèÿ íà ãîòî-
âûõ ïîëèìåðíûõ íîñèòåëÿõ (Khan et al., 2014; Basso et al.,
2016; Corovic et al., 2017; Turati et al., 2017). Èìåííî òà-
êèì ñïîñîáîì ïîëó÷åíû îñíîâíûå êîììåð÷åñêèå ïðåïà-
ðàòû èììîáèëèçîâàííîé CALB (Poppe et al., 2013a,
2013b). Ýòîò ìåòîä ïðîñò è îáåñïå÷èâàåò âûñîêèé âûõîä
àêòèâíîñòè ïðè èììîáèëèçàöèè, îäíàêî îáðàòèìîñòü ñâÿ-
çûâàíèÿ ôåðìåíòà â ÁÊ ÷àñòî ïðèâîäèò ê âûìûâàíèþ
CALB â ïðîöåññå ýêñïëóàòàöèè (Virgen et al., 2017), ÷òî
áûëî ïîêàçàíî äëÿ ñàìîãî ðàñïðîñòðàíåííîãî êîììåð÷å-
ñêîãî ïðåïàðàòà Novozym435 (Chen et al., 2008; Zhao,
Song, 2010; Nieguth et al., 2011).

Ðàçðàáîòàííûé íàìè ìåòîä àäñîðáöèîííî-êîâàëåíò-
íîé èììîáèëèçàöèè CALB ñî÷åòàåò ãèäðîôîáíóþ àäñîð-
áöèþ ôåðìåíòà íà ðàçâèòîé ïîâåðõíîñòè ìàêðîïîðèñòîãî
ïîëèìåðíîãî íîñèòåëÿ ñ êîâàëåíòíîé íåîáðàòèìîé ôèê-
ñàöèåé îòêðûòîé àêòèâíîé ôîðìû CALB (Ïàòåíò ÐÔ
RU 2650668C1).

Ñòàäèÿ àäñîðáöèè áûëà îïòèìèçèðîâàíà â îòíîøå-
íèè íàãðóçêè ïî áåëêó äëÿ êàæäîãî èç òðåõ ìàêðîïîðè-
ñòûõ íîñèòåëåé (ñì. ðèñóíîê). Íàëè÷èå ìàêñèìóìà íà
ïðåäñòàâëåííûõ çàâèñèìîñòÿõ ñâÿçàíî, âåðîÿòíî, ñ çàïîë-
íåíèåì ãèäðîôîáíîé ïîâåðõíîñòè íîñèòåëÿ è àäñîðáöèåé

ïîñëåäóþùèõ ïîðöèé ôåðìåíòà â ìåíåå âûãîäíîé êîí-
ôîðìàöèè, ñîïðîâîæäàþùååñÿ âîçíèêíîâåíèåì âíóòðè-
äèôôóçèîííûõ îãðàíè÷åíèé â ÁÊ.

Èñõîäÿ èç ìàêñèìàëüíîé äîñòèãàåìîé àêòèâíîñòè
äëÿ êàæäîãî íîñèòåëÿ, áûëè âûáðàíû îïòèìàëüíûå íà-
ãðóçêè ïî áåëêó: äëÿ ECR8806F — 200, äëÿ ECR1090F —
400, äëÿ ECR1030M — 145 ìã/ã (ñóõîãî âåñà). Íàèëó÷-
øèå ðåçóëüòàòû áûëè äîñòèãíóòû ïðè èñïîëüçîâà-
íèè íîñèòåëÿ ECR8806F áëàãîäàðÿ íàëè÷èþ íà åãî ðàç-
âèòîé âíóòðåííåé ïîâåðõíîñòè âûñîêîãèäðîôîáíîãî
ñëîÿ îêòàäåöèëüíûõ îñòàòêîâ. Èñïîëüçîâàíèå íîñèòåëÿ
ECR1090F íà îñíîâå ãèäðîôîáíîé ïîëèñòèðîëüíîé ìàò-
ðèöû îáåñïå÷èâàåò ïîëó÷åíèå ÷óòü ìåíåå àêòèâíîãî ÁÊ
ïðè áîëåå âûñîêîé íàãðóçêå ïî áåëêó, ÷òî ñíèæàåò âû-
õîä àêòèâíîñòè. Òðåòèé íîñèòåëü (ECR1030M) íà îñíî-
âå ìåíåå ãèäðîôîáíîãî ñîïîëèìåðà ìåòàêðèëàòà ñ äèâè-
íèëáåíçîëîì íå ïîçâîëèë ïîëó÷èòü âûñîêîàêòèâíûé ÁÊ,
â ÷àñòíîñòè èç-çà ìåíåå ðàçâèòîé âíóòðåííåé ïîâåðõ-
íîñòè.

Îïòèìèçàöèÿ ñòàäèé êîâàëåíòíîé ñøèâêè è âîññòà-
íîâëåíèÿ îñíîâàíèé Øèôôà ïîçâîëèëà îáåñïå÷èòü
100%-íîå ñîõðàíåíèå àêòèâíîñòè àäñîðáèðîâàííîãî ôåð-
ìåíòà. (Îïòèìàëüíûå óñëîâèÿ: 1 % ÃÀ; ìîäèôèêàöèÿ
60 ìèí, 1 ìã/ìë ÁÃ; âîññòàíîâëåíèå 30 ìèí.) Ïðîäåìîíñò-
ðèðîâàíî ïîëíîå ñîõðàíåíèå àêòèâíîñòè àäñîðáöèîííî-
êîâàëåíòíî èììîáèëèçîâàííîé CALB ïîñëå åå èíêóáà-
öèè â òå÷åíèå 3 ÷ â 2.5%-íîì âîäíîì ðàñòâîðå äåòåðãåíòà
(Òðèòîí Õ-100), ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î íåîáðàòèìîñòè
ñâÿçûâàíèÿ ôåðìåíòà.

Ïîëó÷åííûå ìåòîäîì àäñîðáöèîííî-êîâàëåíòíîé èì-
ìîáèëèçàöèè ÁÊ ëåãêî îòäåëÿþòñÿ ôèëüòðàöèåé è îáëà-
äàþò àêòèâíîñòüþ 22 000—26 000 ÏËÅ/ã (ñóõîãî âåñà),
ïðåâîñõîäÿùåé ìèðîâûå àíàëîãè â 2—2.5 ðàçà. Èõ âûñî-
êàÿ òåðìè÷åñêàÿ ñòàáèëüíîñòü â îðãàíè÷åñêèõ ðàñòâîðè-
òåëÿõ îòêðûâàåò âîçìîæíîñòè äëÿ ýôôåêòèâíîãî ïðèìå-
íåíèÿ â ïðîöåññàõ îðãàíè÷åñêîãî ñèíòåçà. Ïðè ýòîì â îò-
ëè÷èå îò äîðîãîãî êîììåð÷åñêîãî ïðåïàðàòà Novozyme
435, ïðèìåíÿåìîãî â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ïðîìûøëåííûõ
ïðîèçâîäñòâàõ, ðàçðàáîòàííûé ÁÊ (IECALB) õàðàêòåðè-
çóåòñÿ íåîáðàòèìûì ñâÿçûâàíèåì ôåðìåíòà äàæå â ñðåäå
ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíûõ âåùåñòâ.
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Çàâèñèìîñòü ñèíòåòàçíîé àêòèâíîñòè áèîêàòàëèçàòîðîâ (ÁÊ),
ïîëó÷åííûõ àäñîðáöèîííî-ãèäðîôîáíîé èììîáèëèçàöèåé
CALB, îò íàãðóçêè ïî áåëêó íà íîñèòåëü íà ñòàäèè àäñîðáöèè.

Ìàêðîïîðèñòûå íîñèòåëè: ECR8103M — íà îñíîâå äèâèíèëáåíçîë/ìåò-
àêðèëàòà, ECR8806F — íà îñíîâå ïîëèìåòàêðèëàòà ñ ïðèâèòûìè íà ïî-
âåðõíîñòè îêòàäåöèëüíûìè îñòàòêàìè, ECR1090F — íà îñíîâå ïîëèñòè-

ðîëà.
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Lipase fraction B, isolated from yeast Candida antarctica (CALB) is in demand in industrial biotechnolo-
gy due to the broad substrate specificity in terms of synthesis—hydrolysis of numerous esters, amides and thi-
ols, thermal stability, manifested at the same time high stereo and region — selectivity, as well as the ability to
work at the interface phases and in organic solvents. This work aims to create highly active and stable technolo-
gy biocatalyst (BC) on the basis of CALB. There were developed three methods of immobilization of the
CALB, namely, the obtaining of cross-linked enzyme aggregates; immobilization of CALB on the multi-wall
carbon nanotubes and the method of adsorption-covalent immobilization on hydrophobic carriers. On the basis
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of comparison of the activity of the received BC, efficiency of the immobilization of the enzyme, and also their
thermal stability in organic solvents, the choice was made in favor of the adsorption-covalent immobilization
CALB. Developed BC has a synthetic activity of 22 000—26 000 IU/g, which exceeds the known world analo-
gues in 2—2.5 times. We have demonstration the irreversibility of binding of CALB with the carrier (under in-
cubation conditions in the detergent solution), as well as its high thermal stability in organic solvents, for exam-
ple, in toluene at 95 °C (80—96 % of activity after 4 hours of incubation), is demonstrated.
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