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почти нсключительно осиовиой протекаювдей в биореакторе ста- 
дии бнотехнологическнх процессов, в которой принимают непо- 
средственное участие клеткн микроорганизмов или ферменти. 
Авторн старались максимально иллюстрировать излагаемме 
теоретические положения примерами из практики, поскольку 
нменно прнмененис известннх научних положсний из различ- 
них областей знания к биотехнологическим объектам визивает 
зачастую определенние трудности на практике.

Понятно, что биотехнологический процесс как еднное целое 
не ограиичивается одной, пусть и важнейшей, стадней. При 
создании промишленних производств значительного внимания 
заслужнвают все остальние стадии — подготовка сирья, под- 
держивание в активном состоянии продуцента или биокатали- 
затора, различние мероприятия по асептике, в том числе стери- 
лизация жидких и газових потоков, оборудования и коммуни- 
каций.

Не меньшее внимание приходится уделять и последуюшим 
операциям по переработке продуктов, которие зачастую ока- 
зиваются сложними и многостадийними, особенно еслн прихо- 
дится иметь дело с виделением и очисткой малих количеств 
биологическн активних вешеств, находяшихся наряду с биомас- 
сой или нативними ферментами в многокомпонентной смеси 
продуктов.

Важную роль в промишлснной биотехнологии играют и теп- 
ловие процесси, включаюшне подогрев и охлаждение, випарку, 
граиуляцню, сушку и т. д.

В той или иной мере затронутие вопроси рассматрнваются 
в учебпих пособнях по процессам и аппаратам химнческой тех- 
нологии и микробиологическнх производств, а также в перио- 
дической научной печатн. Тем не менее приходится с сожале- 
нием констатировать, что по мере развития биотехнологин и 
создания нових биотехнологнческих промишленних произ- 
водств все более остро ошушается отсутствие учебников, в ко- 
торих различнис стаднн сложного биотехнологического про- 
цесса били 6u рассмотрени достаточно глубоко с учетом их 
взаимосвязи и спсцифики. Предлагаемая вашему вниманию 
книга поможет частично ликвидировать этот пробел.

Учебник предназначен для студентов вузов, готовявдих ин- 
жеиеров-технологов по специальности 25.09 «Бнотехнология», 
может бить полезеи аспирантам и специалистам, работаюшим 
в области создания нових и эксплуатацни сушествуюших про- 
мишленних биотехнологнческнх производств в микробиологиче- 
ской, медицннской, химнческой, пишевой и лесной отраслях 
народного хозяйства.

Раздел 1 написан Д. Г. Победимским, раздели 2—3 — 
М. Н. Манаковим.
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СИНТЕЗА И ИХ ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ДЛЯ УПРАВЛЕНИЯ 
ПРОМЬ1ШЛЕННЬ1МИ ПРОЦЕССАМИ

Г л а а а  f. OCHOBHUE ПРИНЦИПЬ! РЕГУЛЯЦИИ МИКРОБНОГО
МЕТАБОЛИЗМА

Для реализации ферментациоиного процесса иеобходимо 
виполнить следуюшее:

провестн размножение продуктнвного штамма (генотипиче- 
ская оптимизация);

разработать оптимальние условня фермеитации прн исполь- 
зовании дешевого сирья для питательних сред (феиотнпиче- 
ская оптимизация);

осушествнть реализацию процесса в опитних условнях спо- 
следуюшим его масштабированием;

разделить продукти и провести нх стабилизацню.
Наиболее сушественними представляются гено- и феноти- 

пическая оптимизации, поэтому далее ми рассмотрнм биохи- 
мню н регуляцню процессов обмена вешеств (микробного ме- 
таболнзма).

§1.1. Классификация продуктов метаболизма

Для многих микробиологическнх процессов синтез продук- 
та связан с размноженнем клеток. При получении бномасси 
микроорганизмов на источнике углерода (н-парафнн, этанол 
и др.) клетки могут бить целевим продуктом. Клеткн репроду- 
цируются п размножаются благодаря автокаталитическому про- 
цессу роста. С ростом связано образование конечних продук- 
тов энергетнческого обмена. Рост и образование продуктов про- 
нсходят не всегда одновременно: ряд ферментационних про- 
цессов характернзуется сдвигом фаз роста и образования 
продукта. Связь сингеза продуктов с конструктивним метабо- 
лизмом в упрошеииой форме показана иа рис. 1.1.

Н а к о п л е н и е  б и о м а с с и  отождествляется с ростом 
микрооргаиизмов. Рост — необратимое увеличение живой кле- 
точной масси. Рост н размноженне связани друг с другом: при 
росте пронсходнт увелнчение клеточной масси, прн размноже-
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Ф е р м е н т и  — ветества белковой природи, катализируют 
обмеи вевдеств в клетках. Их разделяют на два больших клас-1 
са: однокомпонентние, которие состоят исключительно нз бел- 
ка, обладаюшего каталитнческими свойствами, и двухкомпо-j 
нентние, которие состоят из белковой части (апофермент) и 
небелковой (кофактор, агон), називаемой простетической груп- 
пой. Вследствие високой субстратной специфичности метаболи-i 
ческие преврашения катализируются специальними фермента- 
мн. Белковая часть фермента, ее структура и расположение мо-| 
лекуль! фермента в прострапстве в значительной степенн onpe-j 
деляют активность ферментов.

Типичная бактериальная клетка обладает генетическим no-j 
тенциалом к продуцированию более 1000 различних ферментов^ 
При этом метаболическая коордннация обеспечивает синтез 
только необходимих на данний момент ферментов в строго on-j 
ределешшх количествах. Преобладаюшее число ферментов 
локализовано в клетке. Ферменти, которие катализируют ката- 
болизм нерастворимих субстратов (крахмала, целлюлози, бел- 
ка), чаше всего виделяются из клеток в окружаюшую среду| 
(внеклеточние ферменти).

П ри  м и к р о б н и х  т р а н с ф о р м а ц и я х  используют 
свойство клеток осушествлять одну нлн несколько фермента- 
тивних стадий перегруппировки функциональних групп в мо- 
лекуле предшественннка продукта. Клетки после культнвирова- 
ния смешивают с конвертнруемим вешеством, благодаря чему j 

ценний предшественннк не используется как источиик энергин 
и углерода.

В ряде случаев преврашение вешеств связано с ростом 
микроорганнзмов, например, при синтезе уксусной кислоти. 
Этот вид трансформации предполагает неполное окислениесуб- 
страта.

§ 1.2. Характеристики роста микроорганизмов. Методи 
культивирования

Цикл роста и делення микробних клеток називается кле-1 
точним цнклом. Иними словами, цпкл включает серию индн-1 
видуальних собитий, завершаюшнхся отпочкованием дочерней! 
клеткн. Эти собития строго организовани и повторно (много-Г 
кратно) воспроизводнми. Пз рнс. 1.2 вндно, как строго перно-| 
дически «вирисовнваются» пикн виделення СОг синхроино| 
растушей дрожжевой культурон. Этот факт указивает на то, 
что генетическн кодированние собития во время цикла деле-| 
ння протекают по строго фикснрованной («врожденной» для| 
клетки) схеме. Результат клеточного цикла— образование до-| 
черней клетки, функцин которой будут в большой степени за-
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нисеть от параметров 
окружаюшей средн, где 
П|1011СХ0ДИТ процесс ре- 
продуцнрования.

Прнмененне микро- 
бпологнческнх систем 
нисокон продуктнвно- 
СХи в биотехнологии 
требует (кроме перено- 
са теплотн) адекватно- 
ro переноса массм меж- 
ду жндкостью, твердой 
фазой (клетка) и газо- 
вой фазой для нелре- 
рнвного развития кле- 
точной популяции.

В природннх условиях (экологнческих нишах) нмеет боль- 
шое значение концентрация основних питательних компонен- 
тов; именно она влняет на свойства микробних клеток. Следо- 
вательно, мнкробний рост практически всегда лимитнрован по 
пнтательному компоненту, поэтому для понимания поведения 
микробних популяций в условнях технического эксперимента 
нли промишленного производства изучают влияние варнаций 
питания на экспрессню (проявление) генетическн кодирован- 
hux свойств растуших клеток. Физические и химические пара- 
метри среди будут окончательно определять характернстнки 
микробной популяции.

Для оценки влияния параметров окружаюшей среди на мнк- 
робную культуру важно иметь возможность точного анализа 
фнзиологии роста. Обично применяют: а) аналитические мето- 
ди виявления отклнка культури на вариации параметров; 
б) системи культивировання, которие позволяют виполнять 
анализ определенного параметра. Определенне in situ отклика 
снстеми на изменение условий культивирования является на- 
учной н техннческой задачей, поэтому должни бить обеспече- 
nu возможности для измерения роста и изучення физиологии 
микроорганнзмов, являюшейся основой роста. Информацню о 
внутрнклеточном обмене вешеств, регуляторних явлениях мож- 
по получить в устойчнвой системе культивировання клеток пу- 
тем регнстрации параметров, характеризуюших физиологнче- 
ское состояние клеток.

Влняние изменения параметров окружаюшей среди на раз- 
внтие клеток лучше всего оценнвать в системе непреривного 
иультивировання, в ней поддержнвается постоянство определен- 
ного физиологического состояния во времени.

Прн периодическом культивировании реагенти (компонен-

Рис. 1.2. Виделеиие COj сннхронно растутей 
культурой Saccharomyces cerevisiae. Повторяю- 
1циеся пики указнвают на строгую пернодич- 
ность биохнмических преврашений в цикле кле- 
точного воспроизводства
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тн пнтательной среди, клетки) взаимоденствуют для того, что-1 
6u индуцировать рост. Этот режнм моделнрует закритую снсте-1 
му (нсключая поток газа), в которой клеткн делятся, а зиачит, ; 
растут, до тех пор, пока некий питательньш компонеит не ис- 
чезнет нлн некий метаболит не накопится до токсичного уров- 
ня: культура вступает в стацнонарную фазу. Хотя в этой фазе 1 
накопления клеток более не происходит, но они евде метаболи*! 
ческн активнь!. Характерним для растутей периодической куль-, 
турн является то, что постепенно, с изменением концентрации 
питательного компонента и продукта, меняются и параметри 
окружаюадей средн. Так, если преднамеренно не контролиро- 
вать и не регулировать состав среди, рН может сувдественно ! 
измениться.

Согласно многнм кннетнческнм моделям, скорость роста за-| 
висит нсключительно от одного лимитируювдего компонента j 
(см. раздел I I I ) .  В непрернвной культуре (хемостате), которая j 
представляет собой откритую снстему, для контроля роста ли-I 
митнруют пнтательний компонент.

В отличне от периодической культури в условиях стацио-| 
иарного состояния могут бить легко исключени все временние 
изменення в окружаюадей клетки среде. В системе непреривно- ] 
го культнвирования микроорганизми могут развнваться в ре- j 
жимах, различаюшихся по лимитирукмцему питательному ком- 
поненту. В этих условиях часто проявляются такие свойства, ] 
которие остаются скритими в пернодической культуре. Так, | 
аэробний рост дрожжей S. cerevisiae в периоднческой культуре j 
проходит две фази. В первой ростовой фазе глюкоза утилизи- 1 
руется на полученне биомасси, этанола и СОг. Этанол, образо- I  
вавшийся во время начального роста, последовательно исполь- I 
зуется клетками как субстрат во второй фазе.

В дрожжах рода Saccharomyces такая «диауксия* имеет! 
место н в периоднческой культуре. В непреривной культуре, ] 
лнмнтнрованной по углероду, окислительнуюдеструкцию глюко-1 
зи в этанол и С02 наблюдали лишь при низких по глюкозе I 
скоростях разбавлення. Бномасса и СОг оказались единствеи-1 
нимн углеродсодержашнми продуктами роста, и в интервале! 
малих скоростей разбавления обнаруживались високие ста-1 
ционарние концентрации бномасси. При увеличенних по глю-1 
козе скоростях разбавления наблюдали изменение в метабо-1 
лизме: стационарная концентрацня биомасси уменьшалась, ] 
а клетки продуцировали этанол. Это физиологнческое состоя- j 
иие близко к таковому, наблюдаемому в первой ростовой фазе! 
пернодической культури. Следовательно, окислнтельная дест-1 
рукцня глюкози возможна и у дрожжей рода Saccharomyces,] 
ио она реалнзуется только в непреривной культуре или при 
отъемно-доливном культивировании.
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1.1. Принципь! параметрического аналиэа в непрермвной культуре

Нсзавнсинь)! парамстр Прнмер манипуляции Завнсимий параметр

Скорость разбавления Сдвиг в скорости разбавления Продуктивиость npo-
цесса
Концентрации мета- 
болитов
Экспрессия геиов 

Сдвиг в коицеитрацни лимитн- То же 
руюадего компоиента, нмпульс- 
ное введенне субстрата 

Темпсратура Сдвиг в температуре опита »

Лнмитирукнций ком
понент

Таким образом, реалнзовать разнообразние потенцнальние 
пути метаболическнх преврашеиий можно лишь прн использо- 
вании метода непреривного культивнрования. Определенний 
иараметр процесса может бить принят в качестве независимо- 
го переменного для оценки его влняния на микробний рост 
(табл. 1.1) и изучения кинетики изменення зависимих от этого 
параметра переменних (т. е. метаболических функций). 

Различают две группи биосинтетических процессов: 
образование продуктов связано с ростом (продукти энерге- 

тического метаболизма — спирти, кислоти, первичние метабо- 
лити, продукти переноса генетической информации — белки, 
ферменти). Синтез этих продуктов происходнт во время роста 
и может продолжаться после его завершення (рис. 1.3);

Рис. 1.3. Қинетика роста бномасси и накопления продукта:
а — рост биомасси и обраэованне продукта сиихронни во временн, 
б — образование продукта происходит после роста бномасси; / — рост, 
2 — продукт *
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образование продуктов не связано с ростом (вторичнме ме- 
таболитм); стадия синтеза их (идиофаза) происходит, какпра- 
вило, после завершения стадии роста (трофофаза).

Бносинтез аминокислот происходнт как во время роста кле- 
ток, так и после его завершення. Синтез многих ферментов не 
протекает параллельно с ростом, однако наибольшее содержа- 
ние накопнвшегося фермента может бить связано с определен- 
ной стадией ростового цикла.

При интенсификации проммшленних ферментаций с по- 
мошью факторов роста, нли стимуляторов, поддерживают ре- 
жим повишенной и длительной продуктивности. Чем больше 
виход целевого продукта, короче продолжительность процесса 
и меньше объем ферментатора, тем эффектнвнее процесс фер- 
ментации. Продуктивность может бмть отнесена к объему фер- 
ментатора (объемная скорость образования продукта в грам- 
мах на 1 л за 1 ч} или к внсушенной клеточной массе (удель- 
ная скорость образования продукта в граммах на 1 г СВ за
1 ч). Мерой степени конверсии служит виход продукта Y от 
субстрата:

Количсство обраэовавшегося продукта 
Количество израсходованного субстрата *

Виявление оптимальних условий культивироваиня — соста- 
ва среди, рН, температури, скорости перемешивания, аэрации, 
стимулнруюших биосинтез добавок — сушественний аспект 
развнтия бнотехнологии. Второй аспскт связан с генотипиче- 
ской оптимизацией деятельности микроорганизмов.

§ 1.3. Контроль роста микробной культурм и экспрессия 
генов

Микроорганнзми, встречаюшиеся в природе, обично вира- 
бативают внутриклеточние продукти обмена в количествах, 
достаточних для конструировання всех клеточних структур, 
даже прн измененин параметров окружаюшей среди. Такую ви- 
сокую координацию метаболических преврашений и, следова- 
тельно, экономичность клеточного обмена обеспечнвают конт- 
рольнне механизмн регуляции микробного метаболизма. Если 
происходят нарушения регуляции, например вследствие мута- 
ций, мутантн с дефектами обмена вирабатнвают избнточние 
колнчества некоторнх продуктов обмена по сравнению с ис- 
ходннми («дикими») штаммами, хотя, как правило, нуждают- 
ся в факторах роста. Обнчно бнотехнологи не интересуются 
эффективностью регуляторннх механизмов и после обработки 
диких штаммов мутагенами с внсокой частотой мутации и при 
измененин условий окружаюшей средн селекционируют и куль-
12
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Рис. 1.4. Принципи регуляции синтеза ферментов. Накопленне конечного про- 
дукта цепи биосинтеза внзивает ингибирование его дальнейшего синтеза

тивируют новие, модифицироваиние штамми с дефектами ре- 
гуляции. Последнне можно применять в промишленности в ка- 
честве рабочих культур для процессов ферментации.

Прежде чем перейти к сверхпродуктивности, рассмотрим 
вкратце принцнпи метаболической регуляцин: онн полезни для 
пониманпя обратной задачи — вияснения причин репрессии 
генов.

Принципи метаболической регуляции. Для координации 
метаболическнх преврашений сушественнимн являются трн 
механизма:

ингибирование ферментативной активности к о н е ч н и м  
п р о д у к т о м  (метаболитом), нли ингнбирование по прници- 
пу обратной связи;

регуляция скорости синтеза ферментов через репрессию (по- 
давлеиие синтеза) или, наоборот, индукцню (увеличение ско- 
ростн сннтеза) конечним продуктом;

уменьшение скорости синтеза ферментов метаболизма од- 
ного нсточннка углерода другим, присутствуюшим в среде (ка- 
таболитная репрессня).

Как показано на рис. 1.4, при ингибировании по принципу 
обратной связи бносинтез конечного продукта прнводит к тор- 
можению его собственного синтеза. Прн таком механизме ко- 
нечний метаболнт в цепи бнохнмнческнх преврашений ингиби- 
рует действие фермента, «работаюшего» на более ранней 
(обично первой) стадин этой цепи. При этом равнозначно, об-
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разуется ли коиечнии метаболит в клетке или утилизируется 
нз питательной средн. Первий, ключевой, фермент является ал- 
лостерическим белком. Он снособен изменять свою конформа- 
цию в присутствии конечного продукта — ингибитора, что при- 
воднт к уменьшеиию каталитической активности. Такое ингнби- 
рование действует бистро и очеиь эффективио.

Репрессия по лринцнпу обратной связн относится к процес- 
сам, которие идут прн подавлении самого синтеза фермента, 
а именно блокируется «счнтивание* генетической информации, 
иеобходнмой для синтеза ферментов (транскрипция). Транс- 
крипция структурного гена блокируется чаше всего продуктом, 
производним от коиечного продукта цепи биохимических пре- 
врашений (корепрессором). При високой концентрации коре- 
прессора останавлнвается или сильно замедляется синтез фер- 
ментов, включенних в реакцнонную цепь. Если концентрация 
падает до определенного минимального значения, происходит 
дерепрессня, т. е. ферменти снова образуются с високимн ско- 
ростями и в нужном количестве. Регуляцня этого вида проте- 
кает медленно, так как она связана с синтезом ферментов.

Отметнм, что цель обоих механизмов регуляции ло тнпу 
обратной связи состоит в приближенин скоростей продуцнрова- 
ния конечних продуктов цепи бнохимнческих преврашений к 
скоростям синтеза макромолекул. Репрессня по прннципу об- 
ратной связн — широко распространенное явленне, регулирую- 
шее сннтез амннокислот, пуринових и пиримидинових иуклео- 
тндов и других молекул, которие образуют стронтельние блоки 
макромолекул.

Репрессня кодировання сннтеза фермеитов регулирует об- 
разование анаболических фермеитов, ответственних за кои- 
структнвний обмен в клетке. Синтез катаболических ферментов, 
катализируюших расшепление субстрата, регулируется и н - 
д у к ц и е й  ф е р м е и т о в .  Ее можно характеризовать как 
относнтельное увеличение скорости синтеза специфического 
фермента в результате экспонирования клетки к воздействию 
определенного химического агента в среде — нндуктора. Индук- 
торамн могут служить производние субстрата, например, для 
лактози это нзопропил-Э-О-тиогалактозид, которие не способ- 
ни виполнять функции собственно субстрата. При наличии нн- 
дуктора ген-оператор не блокирован белком-репрессором, про- 
исходит транскрипция структурних генов и далее — синтез 
ферментов в соответствии с ииформацией, переданной м РН К 
на рибосоми. Термину «нндукция» адекватен термнн «дерепрес- 
сня». Инимн словами, дерепрессированний ген-оператор обеспе- 
чивает процесс транскрипцни. И н д у ц н б ел ь н u е фермен-  
т u необходими тогда, когда микроорганизми в качестве свое- 
го единственного н лимнтируюшего рост источника углерода и
14



эпергни нспользуют, напрнмер, поли- нли олигосахарид либо 
амииокнслоту. Индукцня обеспечивает такое состояиие клетки, 
прн котором энергия и аминокислотм не расходуются на снн- 
тез ненужних в дашшй момент ферментов, но, когда это необ- 
ходимо, такие ферменти могут бить виработани очень бистро.

Когда в питательнон среде находится несколько разлнчних 
нсточников углерода, клетка, вместо того, чтоби катаболизнро- 
иать их все, вирабативает ферменти, которие необходнми для 
утилизацни лишь одного, нанлучшего из субстратов. Таким 
субстратом обично служнт глюкоза. Только после того как за- 
пас основного, бистроассимнлнруюшего субстрата будет исчер- 
лан, «снимается» катаболнтная репрессня иобразуютсяфермен- 
ть1 для катаболнзма следуюшего вида субстрата. Классическим 
примером такой катаболитнон репрессии является последова- 
тельность использования глюкози н уксусной кислоти Е.соН.

Катаболитная репрессня завнснт от уровня (дефнцнта) 
внутрнклеточного нуклеотида — циклического аденозннмонофос- 
фата (цАМФ). На рис. 1.5 показан возможний механизм влня- 
нмя дефнцита цАМФ на катаболитную репрессию («глюкоз- 
ний эффект»). Нуклеотид связивается с геном-активатором 
(р) специальним белком (цАМФ-связиваюший белок — сокра- 
хценно ЦСБ) н увеличивает сродство РНК-полимерази к р-гену, 
повишая вследствие этого частоту транскрипции вдоль цепи 
структурних генов г (напрнмер, у лактозного оперона в клет- 
ках Е. coli), у н а. Предполагают, что ген-актнватор в таком 
случае оказивается состояшим нз двух элементов (участков), 
однн из которих связивает РНК-полимеразу, а другой — комп- 
лекс, состояший из ЦСБ и цАМФ. Уровень цАМФ в клетке яв- 
ляется функцией активностн аденилатциклази (фермента, пре- 
врашаюшего АТФ в цАЛ\Ф). Еслн к клеткам, растушим на 
лактозе, добавить глюкозу, происходит подавление синтеза 
этого фермента глюкозой, комплекс ЦСБ не образуется, транс- 
крипция блокируется, микроорганизм теряет способность к рос- 
ту нли растет очень медленно на этом субстрате и, как след- 
ствие, прекрашает продуцирование метаболита.

Клетка обладает и более сложнимн механизмами регуля- 
цни в тех случаях, когда в результате обшей последовательно- 
сти метаболнческих реакций образуется не один, а несколько 
конечних продуктов и цепь биосинтетических преврашений ста- 
новится разветвленнон.

В рамках рассмотренних механнзмов регуляцни приведем 
несколько примеров фактнческого отклика бнологических си- 
стем на изменение параметров окружаюшей среди.

Роль внутри- и внеклеточних ферментов. В дрожжевих клет- 
ках Trichosporon cutaneum била замечена дерепрессия (индук- 
Цня) синтеза цитохрома Р450, когда клетки били вирашени
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Рнс. 1.5. Схема действия циклического АМФ на лактозннй lac-оперон Е. coll, 
ответственний за синтез р-галактозидазн иа лактозе

в периодической культуре при лимите кислорода. При переходе 
в непрернвную культуру, когда скорость подачи 0 2 бнла доста- 
точно низкой, эффектн дерепрессии проявлялись при синтезе 
всех инднвидуальннх ферментов моноокснгеназного комплекса, 
а также цитохрома Р450. Хотя кислород сам по себе, возмож- 
но, не является нндуктором снстемн, клетки с внсокой моно- 
окснгеназной активностью бнли продуцированн нменно приус- 
ловиях низкой скорости подачи кислорода. Аналогичное пове- 
денне бнло отмечено и у других дрожжей. Бнло доказано, что 
в непрернвной культуре макснмальная продуктнвность биосин- 
теза ферментов не всегда коррелирует с максимальной продук-



Рн с . 1.6. Влнянме C/N на образо- 
ванйе рамнолнпида (вираженное 
через концентрацию рамнози) 
б актер н ям и  Pseudomonas aerogi-
nosa:

В 12 16 20 24 28 .J2 С/К

тивностью по биомассе. Так, для биосннтеза внеклеточннх фер- 
мснтов целлюлаз (продуцент Trichoderma viride) наиболее эф- 
фектнвно непреривное культивирование, поскольку продуцнро- 
вание целевих ферментов происходит только в узком интер- 
вале скоростей роста.

Другнм известннм прнмером служит получеиие глюкозо- 
изомеразн из Bacillus coagulans. Эту ферментацию ведут при 
двойной лнмнтацни — по глюкозе и 0 2; максимальная продук' 
тивность наблюдается около 200 ч.

Продуктн биосинтеза. Бносинтетнческие пути, приводяшие 
к образованию метаболитов, регулируются главнмм образом 
через механизм обратной связи, включакиций ингибирование 
активности первого фермента или репрессию синтеза одногонли 
более чем одного фермента конечннм продуктом или его про- 
изводннм. Заметим, что образование продуктов часто внзнва- 
ется варьирование.м условнй культивирования. Синтез поверх- 
ностно-актнвного вешества рамнолипида бактернямн Pseudo- 
monas aeroginosa сильно зависит от состава средн и происхо- 
дит при оптимальном C/N (16— 18), а такжс при условин све- 
дення к минимуму в среде содержания ионов железа и при до- 
статочно внсоком содержании фосфатннх ионов (рис. 1.6).

Другой пример — синтез некоторнх антибнотнков. Эти ме- 
таболнтн не продуцнруются прн внсокнх скоростях роста. 06- 
разование антнбиотиков обнчно происходит при ограничении 
роста. Фосфат, которнй оказнвает сильннй ингибируюшнй эф- 
фект на биосинтез многих антибиотиков, может бнть использо- 
ван в минимальннх концентрацнях для лимитации роста и вн- 
ключения механизма ингибирования по прииципу обратной 
связи.

§ 1.4. Мутационние дефектм метаболической регуляции

Как уже отмечалось, метаболическая регуляция может на- 
рушаться вследствие мутаций. Именно последние приводят к 
сверхсинтезу метаболитов. Для понпмания мутационннх влия- 
ннн можно ограннчиться рассмотрением следуюшего упрошен- 
ного примера.
2 - 1 1 4 9  17
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Рнс. 1.7. Схема ингнбнрования синтеза ферментов конечннм про- 
дуктом

Аллостерические ферменти, подверженние ингибнрованию 
по прннципу обратной связн, состоят из двух видов белковнх 
субъединиц: субстратсвязиваювдей, несувдей на себе каталитиче- 
ский центр, и регуляционной (аллостерической), служавдей 
центром связивания ннгибнтора, действуюшего по принципу 
обратной связи. Временное занятие центра ингибнтором, конеч- 
ним метаболнтом (нли аллостернческнм эффектором) приводит 
к конформацнонному изменению белковой макромолекули фер- 
мента, затрудняютему прнкрепленне субстрата к центру его 
связивания (рис. 1.7). Мутация меняет конформацию белка 
таким образом, что теряется активность по отношению к алло- 
стернческому эффектору, но не каталитичеокая. Это приводит 
к образованию нзбиточного количества соответствуювдего ко- 
нечного продукта. Репрессня синтеза ферментов, необходимих, 
напрнмер, для образоваиия аминокислот, обусловливается ря- 
дом реакций n специфических генах, детерминируютих синтез 
этих ферментов. Если ген-регулятор i закодирован на продуци- 
рование внутриклеточного неактивного белка-репрессора (апо- 
репрессора), а соответствукицнй конечний продукт — аминокис*



лота — представлен в клетке в малих концентрациях, то ген- 
опсратор о не будет блокирован белком-апорепрессором, 
РМК-полимераза сможет перемевдаться от гена-промотора р и 
траискрибировать структурннй ген. Следовательно, будут обра- 
зовиваться необходимне для синтеза аминокнслоти ферменти, 
например аспартаткинази — ко н стн  ту  т и в н u е ф е р м е н- 
т н (рис. 1.8, вверху слева).

Напротив, при високих концентрацнях в клетке амннокисло- 
ти илн когда она содержится в пнтательной среде, апорепрес- 
сор активируется аминокислотой илн продуктом ее превраше- 
иня, например комплексом аминоацил-тРНК (рис. 1.8, внизу 
слева). Затем активированний апорепрессор (холорепрессор) 
взанмодействует с геном-оператором и предотврашает транс-

дикии штамм

anopenpeccop

среда без аминокислотм I
---------------  I I

передана ииформации 

i
синтез ферментов

мутант

дефектнЬ1Й anopenpeccop

среда 
c аминокислотой 

®  и без нее

передача информации

I
синтез ферментов

рис. 1.8. Схема репрессин конечним продуктом для ферментов амннокис- 
лотного биосинтеза

2* 1»



крипцню структурного гена в мРНҚ; следовательно, фермепти 
образовиваться не будут.

Мутации (дефект) генов i или о приводят лнбо к образова- 
нню дефектного апорепрессора, не способного взанмодейство- 
вать даже с избитком аминокнслотн, или к возникновению не- 
активной в отношении к холорепрессору конформации структур- 
ного гена; в обоих случаях эффект одинаков (рис. 1.8, справа). 
В таких мутантах наблюдают, как правило, сверхпродуцирова- 
ние ферментов, а значит, целевой амннокислоти. Следствнем 
этнх дефектов может бнть нндукция ферментов. При этом ин- 
дуцнбельпме ферментм становятся конститутивнмми, т. е. не 
зависят от наличия субстрата в клетке, а катаболитная репрес- 
сия исчезает. Мутантм с д е ф е к т а м и  р е г у л я ц н и  принято 
иазмвать р е г у л я т о р н м м и  м у т а н т а м и ;  их функцией 
является синтез конститутивнмх ферментов.

Наконец, включение механизма ингибирования по принципу 
обратной связи — еше одного регуляционного способа контро- 
ля жизнедеятельности микроорганизма (см. рнс. 1.4)— дости- 
гается прн наличии в штамме-продуценте мутационного нару- 
шення регуляцни, дефекта (разрмва) в биохимической после- 
довательности образования конечного продукта. Способность 
клетки к образованию и накоплению внутрнклеточимх конеч- 
нмх продуктов — ингибиторов ограничивается, поскольку от- 
сутствует (или вмключен) соответствуюший фермент. Приогра- 
ничении накоплення конечного продукта становится возможнмм 
рост клеток продуцента. В то же время в клетке накапливают- 
ся вмсокие концентрации промежуточного целевого продукта. 
Мутантм с ограннчением накопления конечнмх продуктов ме- 
таболизма принято иазнвать а у к с о т р о ф н м м и .

Часто сверхпродуцентм являются многократнмми мутанта- 
ми, которне имеют оба вида дефектов ( а у к с от рофно- ре-  
г у л я т о р н н е  м у т а н т н ) .

Для получення мутантннх штаммов разрабатнвают эффек- 
тивнне методн селекцни. Для обогашения культурн бактерий 
(грнбов) ауксотрофннми мутантами прнменяют пенициллин, 
ннстатнн нли другие антибиотики. Подбирают условия, когда 
клеткн днкого штамма, которне растут без определенной амн- 
нокнслотн, погнбают в присутствии антнбиотика; последний 
действует только на растушне клеткн. Ауксотрофнне мутантн, 
которме нуждаются в этой аминокнслоте, не растут и сохраня- 
ются.

Применяя мутагенм, можно повмсить частоту мутаций до 
105— 10® клеток. Для получення мутантов можно применять 
ультрафнолетовое и if-облученне, химнческие мутагенн — нит- 
ритн, гидроксиламин, ннтрозометилгуанидин, этилметансульфо- 
нат. В последнем случае среди внживших клеток оказнвается
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1 — 10% ауксотрофпнх мутантов. Хотя индуцированньш мута- 
генез и ступенчатая селекция чрезвичайно трудоемкие методм, 
а результатн непредсказуемм, успехи в создании високопро- 
дуктивних мутантних штаммов впечатляюшн, что видио на 
прнмере селекцнн продуцентов пенициллииа. Если природние 
штаммн могли сиитезировать около 100 ед/мл антибиотика, то 
совремеиние промншленние штаммн синтезнруют до 
40000 ед/мл. Пренмушеством ступенчатого отбора мутантов яв- 
ляется то обстоятельство, что часто успеха добиваются без зна- 
ция о путях бносиитеза целевого продукта и генетического об- 
меиа. Недостатком метода является неспецнфичность мутации, 
что прнводит к возникновению, помимо нужних мутацин, вред- 
i i u x , снижаюших жнзнеспособность штаммов и требуюшнх ви- 
тамииов, аминокислот н пр. для роста, что удорожает пита- 
тельную среду.

Для отбора мутантов с дефектом регуляцнн используют два 
надежних приема современной селекцни. Первнй — получение 
штаммов, устончивнх к структурннм аналогам целевого про- 
дукта («антиметаболитов»), второй — виделение ревертантов 
нз ауксотрофних мутантов.

Антнметаболитн — соединения, структурно аиалогичнне целе- 
вому метаболиту, как, например, метионин и этионин — 
CH3S (C H 2) 2—C H (N H 2)COOH и CH3CH2S (C H 2) 2- C H (N H 2)X  
ХСООН, — а также токсичнне для продуцентов целевнх со- 
едииений. Клетка «путает» антиметаболит с метаболнтом. Ме- 
ханизм токснчности антиметаболита может включать нарушение 
и снижение скорости синтеза белка ферментов (антнмета- 
болнт подавляет синтез аминокислотн, входяшей в состав бел- 
ка), конкурентное связнвание ферментов, катализируюших пре- 
врашение метаболитов, снижение активности аллостерических 
ферментов, торможение или прекрашенне роста нормальной 
клеткн (так как аналог включает синтез метаболита по обнч- 
ной схеме) н т. д. Экспонирование мутагенезированной популя- 
цни клеток с антиметаболитамн прнведет к гибели большинст- 
ва клеток и к отбору, внживанню резистентннх (устойчивнх) 
мутантов; те нз них, которне преодолели барьер регуляции, бу- 
дут способнн к сверхсинтезу целевого метаболита. Селекция с 
аналогамн обнчно дает очень хорошие результатн. Втабл. 1.2 
приведенн некоторне прнмерн антиметаболнтов, которне бнли 
примененн для селекции мутантов, сверхпродуцентов амнно- 
кислот.

Второй метод предусматривает использование ауксотрофннх 
мутантов, которне прн вирашиванни на недостаточно сбалан- 
снрованной питательной среде становятся ревертантами вслед- 
ствие восстановления (реверсии) у них потребности к сннтезу 
конечного продукта. В ревертантах синтезируются ферментн с
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1.2. Образование первичних метаболитов (амннокнслот) мутантами, 
резистентнмми к их аналогам

Мстаболнт Микроорганнэм — 
продуцент

Аналог ДЛЯ селекции Субстрат
Концентрация 
амннокисло- 

Tbl, г/л

L-Аргинин Corynebacteri- 
um glutamicum

D-Аргннин, аргинингидро- 
ксаминовая кислота

Глюкоза 20,0

L -Гистидин То же 2-Тиазолаланин,
1,2,4-трназа1-3-аланин

» 8,0

L-Изолей-
цин

Brevibacterium
flavum

а-Амнно-р-оксивалсрна- 
новая кислота, валин, 
метнлтреоннн

» 15,0

L -Треошин То же а-Амино-р-оксивалерна- 
новая кислота

» 14,0

такн.м изменением структури, что они, сохраняя каталнтическую 
актнвиость, теряют способность к аллостерической регуляции. 
Иначе говоря, модифицированние ферменти уже не связивают 
ингибитор (конечнии продукт), функционируюший по принципу 
обратнон связи (дефект в аллостерических ферментах). Можно 
изменнть н регуляторние элементи (сайти) генов так, что из- 
биток продукта не будет влнять на интенсивность их сннтеза. 
Такнм образом, ауксотрофная мутацня и реверсня (с помовдью 
вторичних мутацнй) ведут к продуцированию и виделению 
в культуральную среду большего колнчества целевого про- 
дукта.

§ 1.5. Элементм методологии генетической инженерии

Више ми вкратце рассмотрели принципи классической се- 
лекцнонпой работи с микроорганизмами на базе мутационной 
методологнн. В сушностн, это техника эмпирической пере- 
стройкн генома микроорганизма для сверхпродуцирования ме- 
таболита. Однако наилучшнх результатов добиваются в настоя- 
шее время, используя этн же подходи в сочетанин с новейши- 
мн методами, включаюшими о п е ра цн и  с генами,  — гене- 
тическая инженерня, слияние протопластов, генетический обмен, 
локализованний и сайт-специфический мутагенез и др. Совре- 
менная методологня создания промишленного штамма — запро- 
граммированная реоргаиизация генома микроорганизма, только 
ее прнмененне может обеспечнвать решение все возрастаю- 
ших задач промишленной биотехнологин. Сегодня биотехноло- 
ги добились огромннх успехов в технике изоляции генов, их мо- 
дификации in vitro, внедрении в чужеродние, бистро растушне 
микроорганизмн н проявление. Техника генетической инжене- 
рии достаточно подробно опнсана в ряде отечественннх и зару-
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бежннх обзоров. Тем не менее применение генетических маии- 
пуляций с цслью конструировання промишлснних штаммов- 
сверхпродуцентов все еше имеет ряд ограничений из-за: а) не- 
достаточного знания путей биосннтеза многнх метаболитов, осо- 
бенно путей регуляцни актнвности генов соответствуюших фер- 
ментов; б) недостаточной разработки методов генетического об- 
меиа и систем клонирования промишленно важних микроорга- 
низмов.

Техника генетнческой манипуляцип (рекомбинации) такова:
1) введение в векторние молекули, обладаюшне собствен- 

i iu m  аппаратом реплнкацни — плазмиди или фаги, — фрагмен- 
та гена чужеродной ДНК, в том числе Д Н К  висших эука-
риот;

2) трансформация гибрпдной (рекомбинантной) плазмиди 
в клетку бактерин — хозяина (реципиента);

3) клонирование, т. е. виделение бактерий, включивших
вектор;

4) размножение этих бактерий.
Все это трудоемкне, прецезионние операции, но достаточно 

хорошо освоенние молекулярними бнологами. Основная труд- 
иость конструирования штаммов-продуцентов белков человека 
связана часто с тем, что виход белка оказивается намного 
ннже ожндаемого. Ряд прнчнн объясняет это несоответствне: 
токсичность некоторих белков для микробной клетки, неста- 
бнльность тРН К  н актнвний протеолнз белков. Последний сни- 
жают введеннем мутацнй в гени, кодируюшие синтез протеаз, 
нлн введением в состав гибридной плазмиди функционирую- 
шего гена pin (proteolys inhibition) фага Т4, кодируюшего об- 
разование ннгибитора протеолиза.

Используя клонирование гнбридних ДНК, уже получают 
коммерческне терапевтическне препаратн — соматостатин (гор- 
мон роста), инсулин и интерферонн. Ранее их обнчно внделя- 
лн экстракцией из культур тканей нлн клеток человека или 
животннх.

Не следует забнвать, что экспрессия генов осушествляется 
в живой клетке, и особеиности хозяина, его генотип, физиоло- 
гнческое состояние и условня культнвнровання могут решаю- 
шим образом сказаться на экспрессии клонированного гена, 
а следовательно, и целевого белка. Так, при культивировании 
геино-инженерного штамма Е.соН в режиме високих скоростей 
роста наблюдали образование уксусной кислоти и синхронное 
уменьшение количсства лейкоцнтарного аг-интерферона. В дру- 
гом случае для стимуляции синтеза лейкоцитарного интерферо- 
на клоннрованними клетками Bacillus subtilis визнвали их 
рост со скоростью, составляюшей '/s от максимальной удельной 
скорости роста.
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1.3. Непрермвное культивирование Bacillus subtilis в комплексной среде, 
содержатей крахмал

D. ч-1 OD
Биомасса. г 

абс. C B  
на I л

Активность 
иитерферона 

• 10-*. ед/л

Остаточная 
концектрация 
крахмала, г/л

Яр.
4-1

V
ч~1 v,.v/s YP JX

0,057 17,4 5.3 3 0 0,2 0,11 0,5 0,3
0,14 14,4 4,5 100 0,5 15,0 0,28 0,5 10,0
0,17 14,6 4.7 80 0,8 14,0 0,34 0,5 8,5
0,26 9,6 2,8 30 2.7 14,0 0,65 0,4 5.4
0,33 5,5 1.8 10 5.1 6,0 0,82 0.4 2,8
0,36 7,3 2,3 7 4.4 6,0 0,90 0,5 1.5
0,45 6.2 2.2 4 5.3 5,0 0,90 0,5 0,9
0,57 5,2 1.6 3 6,5 5,0 1,14 0,5 0,9
0,73 3,3 1,2 1 9,2 3,0 0,52 1.4 0,4
0,93 0,5 0,1 0 10,0 0,0 9,30 0.1 —

* Начальное давление кислорода составляло менее 10% уровня равновесного насьиде- 
ння. D — скорость разбавлсния; OD — оптическая плотиость культуральнон жидкости при 
Я.„1ИС—650 нм; — удельная скорость образования интерферона; qs — удельная скорость 
потреблсння субстрата; Yx/S — виход биомасси от массм субстрата; Yp/X — виход нн- 
тсрферона от колнчества биомасси. Д ля вмчнсления Ур/Х использовали а2-ннтсрфсрон. 
удельная активиость которого 2-10* ед/мг.

Из табл. 1.3 видно, что интервал скоростей продуктнвного 
роста очень мал, причем бистрмй рост наблюдали вновь толь- 
ко прн удаленин продукта. Наконец, лимитацня по кнслороду 
возбуждала вместе с низкимн скоростямн роста синергнческнй 
(неаддитивнмй) эффект увеличення тнтра активности интерфе- 
рона. Такнм образом, оптимизация экспрессии человеческнх 
белков в бактериях не обходится без оптимизацни системи 
культивирования этих микроорганнзмов. Иними словамн, важ- 
но создать оптимальние условня, при которих успешно функ- 
ционируют клетки с запрограммированни.мн генетическимн 
дефектами регуляцни микробного метаболизма.

§ 1.6. Контроль клеточного метаболизма и эффектм 
проницаемости мембран

Наряду с метаболнческой регуляцией клеткн обладают еше 
одним регуляторним механнз.мом, в основе которого лежат эф- 
фекти проницаемости клеточних мембран. Если метаболиче- 
ская регуляция предотврашает сверхпродуцирование низкомо- 
лекулярних и високомолекулярних метаболитов, важних для 
жизнедеятельностн клеткн, цитоплазматнческая мембрана, как 
основной барьер для проннцаемости, позволяет клетке удержи- 
вать концентрнрованние раствори этих вешеств и селективно 
переносить внутрь клетки те нз ннх, которие являются элемен- 
тами питания.
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Транспорт пнтательннх компонентов из окружаюшей средн 
в микробную клетку осутествляется следукнцимн механиз-
мами:

п а с с и в н а я  д н ф ф у з н я  — ввод вешеств в клетку путем 
обнчной молекулярной диффузии (движушая снла— в направ- 
лении градиента концентрацнй), ие требуюшей энергии илн 
переноса против градиента концентраций;

о б л е г ч е н н а я  (или факультативная) днффузня — обра- 
тнмая комбинация растворенного вешества с молекулой специ- 
фического переносчнка, мигрируюшего в мембране. Переносчик 
акцептирует субстрат из внешней средн н освобождается от 
него на внутренней стороне мембранн; этот путь также не тре- 
бует затрат энергии нли переноса против градиента концен- 
траций. Именно так дрожжи получают углеводн из питатель- 
ной средн;

а к т и в н н й  т р а н с п о р т  — перенос, характеризуюшийся 
аномально внсоким накоплением вешества против градиента 
концентрации. В этот процесс вовлекается сложннй спецнфиче- 
скнй мембранннй белок-переносчнк (пермеаза), которнй тре- 
бует расхода энергии метаболнзма. Степень накопления иногда 
до 10 000. Сложнне пермеазнне снстемн, осушествляюшие про- 
цессн переноса.во многих случаях контролируются индукцией 
или репрессией, поскольку одновременное образование всех пер- 
меаз может оказаться для клетки истошаюшнм. Именно таким 
путем бактериями отбнраются лактоза и галактоза из средн;

г р у п п о в о е  п е р е м е ш е н н е  — перенос через мембрану, 
сопровождаюшийся реакцией обмена группами атомов и тре- 
буюшнй затрат энергии. Переносимое растворенное вешество, 
напрнмер сахар, хнмически модифицируется (фосфорилирует- 
ся) на стадии прохода молекул через мембрану и, поступая 
в клетку, присутствует в ней уже в внде пронзводного — саха- 
рофосфата. Перенос фосфатннх групп пронсходит с участием 
белков, связнваюших субстрат, н ферментов, катализируюших 
образование сахарофосфата. Именно таким путем бактерии от- 
бирают глюкозу, фруктозу и другие углеводн, т. е. посредством 
снстемн, известной как фосфоенолпнруватзависнмая фосфо- 
трансфераза.

С помошью мутаций или изменения состава питательной 
средн может бнть изменена пронпцаемость клеточной мембра- 
нн. Второй случай реализуется либо при культивировании 
микроорганизмов в среде, дефицитной по биотину, лнбо при 
добавлении в среду антибиотиков или детергентов.

Например, для получения больших количеств глутаминовой 
кислотн необходнмо облегчить ее внвод из клетки в среду. 
При дефекте проницаемости клеточной мембранн, возникаю- 
Шем в условнях дефицита биотина, а также при добавлении
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пеиициллин

Рис. 1.9. Виделение глутаминовои кислоти и контроль биосннтеза фосфоли- 
пидов:
/ — для олсат-ауксотрофа; добавки Cia—Си-насьнцснних жирних кислот-»ингибирование 
биосиитеэа: добавкн биотина-»ускорение биосинтеза фосфолнлидов; 2 — для глицерино- 
■ого ауксотрофа

пснициллина или производиих жирпих кислот (стеаратов, 
пальмитато*-) происходит облегчеппая диффузия аминокислоти 
в среду. Такая «утечка* стимулирует постояппий синтез ами- 
нокислоти. При отсутствии дефекта проницасмости високие 
концентрации глутаминовон кислоти (до 50 мг/r в пересчете 
на СВ) ннгнбнруют глутаматдегндрогеиазу, каталнзируюшую 
преврашение а-кетоглутаровон кислоти в глутамнновую, и ак- 
кумуляция последпей прекрашается. На рис. 1.9 показани пути 
утнлизации глюкози нлн н-парафинов при биосинтезе глутами- 
новой кнслоти и механизми, контролнруюшие проницаемость 
клеточних мембран.

Добавление регуляторов проницаемостн — биотина (1 — 
5 мкг/л), пенициллииа (2—4 мкг/л), детергентов (твин-60 и 
твнн-40) — в экспоненциальной фазе роста позволяет метабо-
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литу «вмходнть» из клетки, вследствие чего внутриклеточньш 
уровень аминокнслоть! бистро синжается до 5 мг/г в пересчете 
на СВ. Как видио из рис. 1.9, биотин коитролирует проницае- 
мость мембран путем влияния на бносинтез жирних кислот, что 
внзивает снижение содержания фосфолипидов в клеточних 
мембранах микроорганизмов-продуцентов. Повишение концеи- 
трации биотина более 5 мкг/л способствует увеличению скоро- 
сти роста биомасси бактерий и практическн устраняет виделе- 
ние в среду аминокислоти.

Способи преодоления барьера проницаемости путем ограни- 
чения роста микрооргапизма биотином нли виделения из кле- 
ток фосфолнпидов прн добавленни пенициллина используют 
для синтеза микробних метаболитов, когда последние виходят 
нз клеток н не могут далее служнть внутрнклеточними пред- 
шественниками других метаболитов.

§ 1.7. Секреция ферментов микроорганизмами

Перенос белкових соединений нз клеткн, по-видимому, за- 
трагивает не только собственно транспортние снстеми, но н 
связан также с днффузией такнх соединений через nopu в кле- 
точной мембране. При этом метаболити виделяются из клеткн. 
Рассмотрнм в качестве примера секрецию ферментов микроб- 
ними клетками.

Внеклеточние ферменти имеют промишленное значение, по- 
этому нзучение механизма их секреции из микробних клеток 
представляет определенний интерес. Внеклеточние ферменти 
виделяются (секретируются) в среду без какнх-либо наруше- 
ний структури мембрани в процессе нормального роста и раз- 
вития микроорганизмов.

Белкп, обладаюшие ферментативной активностью, могут 
синтезироваться вначале в виде своих неактивних предшествен- 
ников, затем под действием специфических ферментов или в 
результате внутримолекулярной модифнкацни подвергаются 
так називаемому процессингу, в результате которого формиру- 
ется молекула активного фермента. Поэтому механизм секре- 
цни и процессинга ферментов можно рассматривать как часть 
обшего механизма регуляцин биосннтеза ферментов.

Белкн, предназначенние для секреции, сннтезируются на 
рибосомах, связанних с мембранамн, тогда как белки, пред- 
назначениие для нужд самой клетки, образуются в свободних 
рнбосомах. Однако не все белкн, образуюшнеся на рнбосомах, 
связанних с мембранами, обязательно секретируются.

Процесс виделения белка через мембрану является одним 
нз решаюших этапов в формнрованин молекули внеклеточиого 
фермента. Предполагают, что секретируемий белок должен
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иметь «сигнальннй пептид», обеспечиваюший акт секрецни. 
Согласно «сигнальной» моделн молекулн мРНК для сннтеза 
секретнруюшихся белков несут информацию об амннокислот- 
ной сигнальной последовательности. Подобнне сигнальнне пеп- 
тидн отсутствуют в мРНК, кодируюших синтез виутриклеточ- 
ннх белков.

• *
*

В заключенне этой главн отметнм, что использование мето- 
дов селекцин штаммов по устойчивости к аналогам н конечннм 
продуктам в сочетании с методамн генетичеокой инженерии, 
а также оптпмнзация факторов окружаюшсй средн чрезвичан- 
но эффективни для интенсифпкации промншленннх бнотехно- 
логических процессов.

КОНТРОЛЬНЬ1Е ВОПРОСЬ!

1. Каким образом можно разделнть целевие продукти ферментацнн с точ- 
ки зрения метаболизма?

2. С какой целью нзучают влиянне условий и метода культнвнрования на 
характеристикн микробной культури?

3. Имеется ли связь между кинетикой микробного роста и кинетикой об- 
разования продукта — метаболита? Когда продукти можно счнтать первични- 
ми метаболитами?

4. Почему синтез продуктов метаболизма в клетках происходит без их 
накоплення в избиточном количестве?

5. Чем разлнчаются репрессия сиитеза фермеитов и индукция их сиитеза, 
репрессия н ингнбированне? В чем состоит сушность катаболнтнон репрессии 
иа молекулярном уровне?

6. Что собой представляет модель аллостерического ключевого фермента 
в штамме-мутанте и его «диком» предшественннке?

7. Как отражается репрессня и дерепрессия синтеза ферментов на образо- 
вании амннокнслот — це.чАих продуктов культивирования микроорганнзмов?

8. В чем заключаются разлнчия регуляторних и ауксотрофннх мутантов?
9. Как можно получить мутантние штамми, не прибегая к методам гене- 

тической инженерии?
10. Что такое антиметаболитн? В чем состоит их роль в ступенчатой се- 

лекцин мнкроорганизмов?
11. Конкурируют или дополняют друг друга методн ступенчатой селекции 

и генетнческой инженерии? В чем заключаются основнне трудности геиетиче- 
ской ннженерни штаммов микроорганизмов?

12. Можно ли в прннципе улучшать технологнческие показатели культи- 
вировання генетическн моднфицированних штаммов?

13. Можио ли визвать нарушения регуляции метаболнзма в результате 
изменеиня мембраиной проницаемости н какими приемамн?

14. Как предположнтельно переносятся белкн из клеткн в раствор?
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r л а в а  2. БИОХИМИЧЕСКИЕ OCHOBU СИНТЕЗА МЕТАБОЛИТОВ 
И БИОКОНВЕРСИИ УГЛЕВОДНОГО СЬ1РЬЯ

Развнтие потенциала бнотехнологии как отрасли народного 
хозяйства определяется успехами химической технологии и 
бнохимии. Средн основних направлений использованпя доети- 
жений биохимнн, микробиологии, селекции и техннки генетнче- 
ской ннженерии, химической технологин особое вннмание уде- 
ляется биотехнологическнм процессам получення метаболи- 
тов — незамеиимих аминокислот, антибиотиков, ферментов, 
внтаминов, полнсахаридов, органнческнх кислот н т. п.; високо- 
эффективним безотходним процессам инженерной энзимологии, 
связанним с биоконверсней возобновляемого сирья и получени- 
ем альтернативних энергетнческнх и ппшевих нсточннков 
(спнрт, глюкоза и т. п.).

Випуск мнкробнологнческих препаратов постоянно увелнчи- 
вается, поэтому в настоявдее время актуальной задачей явля- 
ется создание високоэффектнвних штаммов-продуцентов пер- 
вичних и вторичних метаболнтов. Основним действуюшим ме- 
тодом продолжает оставаться индуцированний мутагенез и 
ступенчатая селекция. В последние годи широко разрабатива- 
ют и используют методи генетической инженерии, генетнческо- 
го обмена, слияния протопластов, селекции с аналогами и т. п. 
Поэтому далее ми рассмотрим пути и регуляцню биосинтеза 
важнейших метаболнтов и генетического обмена, знанпе кото- 
pux лежнт в основе управляемого культивировання микроорга- 
ннзмов — сверхпродуцентов.

§ 2.1. Микробний синтез аминокислот и его регуляция

Возможность получення бнологически активних L-амнно- 
кислот на основе возобновляемого сирья составляет главное 
преимушество микробиологического способа получення амино- 
кислот по сравнению с методамн их хнмического синтеза. Спо- 
собность штаммов мнкроорганнзмов продуцировать аминокис- 
лоти связана с генетическнмн нарушениями тех систем регуля- 
ции клеточного метаболизма, которие предотврашают избиточ- 
ное образование и виделение клеткой аминокислот. Репрессия 
н ретроингибирование ферментов, каталнзнруюших специфиче- 
екий путь биосинтеза данной амннокнслоти, а также барьер 
проницаемости, создаваемин клеточной мембраной, составля- 
ют основной механизм негатнвного контроля, обеспечнваюшего 
экономний синтез ферментов и промежуточни.х метаболнтов и 
сохраняюшего в клетке уровень амннокислот, необходимий для 
последуюшего сннтеза макромолекул. Распространеннимн объ- 
ектами селекцпи продуцентов аминокислот являются микроор-
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Рис. 2.1. Биосинтетические пути образования различних семейств аминокнслот

ганизмь! рода Corynebacterium. Эти бактерии имеют очень про- 
стие пути регуляции, мало подвержень) фаголизису, имеют ряд 
другнх ценних свойств.

Аминокислоти сннтезируются коринебактериями из проме- 
жуточних продуктов гликолиза, пептозофосфатного цнкла, цик- 
ла трнкарбонових кислот, т. е. несколькими бносинтетическнми 
путями и образуют целий ряд семейств (рис. 2.1). Так, биосин- 
тез ароматических аминокнслот начинается с конденсации фос- 
фоенолпирувата и эритрозо-4-фс*фата. Аминокислоти с угле- 
водородними заместителями — аланин, лейцин, валин — обра- 
зуются из пнровиноградной кнслоти (семейство этой кислоти); 
серин, глицин, цистеин (семейство серина)— из 3-фосфоглице- 
риновой или глиоксиловой кислот. Глутаминовая кислота, пролин 
и аргинин образуются на базе а-кетоглутаровой кислоти (се- 
мейство этой кислоти), участвуюшей в ЦТК. Шавелевоуксус- 
ная кислота, также входяшая в ЦТК, является предшественни-
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ком аминокислот семейства аспарагиновой кислотн (лизин, ме- 
тионин, треонин, изолейцин). В ходе биосинтеза амннокислот 
азот вводят в аммонийной форме нли в форме аминогруппн че- 
рез реакции ферментативного восстановнтельного амннировання

феркснт
R,—С — COOH+NH, ---------------»- R|CH (N Hj)—С0 0 Н +Н А Д ++ Н ;0

II НАД Н + Н+
О

нлн переаминирования
фсрмент

R,—С— COOH+R,CH(NH2)— СООН --------------->- Rj— С— СООН+
пирндоксаль-

0  5-фосфат q

+ R ,C H (N H j)— СООН.

Сверхпродуцирование такнх микробннх первичннх метабо- 
лнтов, как аминокислотн, может бнть внзвано следуюшими 
обстоятельства м и:

1) увеличеннем степени утилизацин субстрата;
2) повншеннем скоростн образования и активности фермен- 

тов биосинтеза аминокислот;
3) ингнбированием активностн нли подавлением синтеза 

ферментов, связанннх с утилизацией культурой продуцирован- 
ннх целевнх аминокислот;

4) стимуляцней внделения продукта во внеклеточную среду;
5) стимуляцией образования углеродного и азотного пред- 

шественников целевнх аминокислот.
Обнчно штаммн коринебактернй, обладаюшис способностью 

к сверхпродуцированию первнчннх метаболитов, являются му- 
тантами с дефоктамн регуляции. Скорость биосинтеза метабо- 
лнтов такими мутантамн возрастает в 100— 1000 раз по срав- 
нению с таковой для «дикого» штамма. Препятствием для рас- 
ширения селекционной работн с коринебактериями является 
отсутствие у них систем трансформации и клонирования.

Накопление аминокислот ауксотрофннми и регуляторннми 
мутантами. Очень часто наряду с основннм целевнм продук- 
том в ходе метаболизма одновременно образуются по развет- 
вленной схеме другие соединения из обших метаболнческих 
предшественннков. В этом случае удается интенснфицнровать 
синтез целевого продукта путем блокирования стадий, ведуших 
к синтезу других продуктов разветвлення. Примером использо- 
вання такого метода в биотехнологии служнт биосинтез 
лизина.

L-лизин является представнтелем семейства L-аспарагино- 
вой кислотн. В отличие от регуляторного механизма у Esche- 
richia coli, в котором участвуют три изофермента аспартатки- 
назн (рис. 2.2), кажднй из которнх ингибируется или инакти-
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2.1. Продуцирование аминокислот ауксотрофнмми (А) н регуляторнмми 
нли ауксотрофнорегуляторнмми (Б) мутантами

Генстнчсские марксрм Концснтрацяя
Аминокислота Микрооргаиизм продукта. rl»

А 1 Б А 1 б

L -Аспарагн- В. flavum цнтрат — 10,6 __
новая сннтаза
L -Аргинин Bacillus subtilis — арг ГК Р — 28,0

С. glutamicum D — серс, 
D — aprp 
арг Г К Р

25,0

В. flavum __ 2 TAP — 34,8
L -Цнтрулнн С. glutamicum ар г “ — 10,7 —

В. subtilis а р г " apr Г К Р
арг~

16,5 26,2

L -Изолей- В. flavum — АОВр, OMTp — 14,5
цнн С. glutamicum — мет-, АОВр, 

АЭЦр, АМ КР
— 9.7

L -Ленцнн С. glutamicum ф ен~
иле~

ГИС” , — 16,0 --

В. lactofermentum _ _ мет-, нле~ — 28,0
L -Лнзин С. glutamicum ГОМ“ АЭЦр, лей~, 

гом
13,0 42,0

В. flavum тр е “ , м е т " АЭЦр 34,0 32,0
В. lactofermentum гом - АЭЦр, Х К Л р 20,2 60,0

L -Треоннн Escherichia coli ДАП мет-. АОВр 13,0 6,1

B. flavum
ил е “ , р евер тант мет-, нле-

— АОВр, мет- — 18,0
C. glutamicum — АОВр, АЭЦр, 

мет-
— 14,0

Serratia marcescens — нле-, ДАП-, 
АОВр

— 25,0

L -Трнпто-
АЭЦр, трп-

C. glutamicum — 5Л\Т-, трпГКр — 12,0
фан АФАР, тнр ГК Р, 

фен-
Д А П  — е-диамннопимелиновая кислота; А М Қ  — а-амнномаслиная кнслота; А Э Ц  —
S — (р аминоэтил) цистсин; А О В  — а-амиио-0-оксивалериановая кислота; Х К Л  — хлоркап* 
ролактам; Г К  — гндроксомат; М Т — метилтриптофаи; OM T — о-метилтрсоиин; А Ф А  — 
л-аминофснилаланни; ТА — тиаэолалаиии.

рост добавках нзолейцина метионин-изолейциновьш двойиой 
ауксотроф продуцнрует 4,7 г/л треонина.

В табл. 2.1 суммировани даннме по полученню амииокислот< 
ауксотрофннмн мутантами А (клетки вмрашивались в условиях 
лимита по необходимому компоненту — конечному метаболиту) 
и ауксотрофнорегуляторннмн (двойннми) мутантамн Б. Наи- 
лучшне результатн дает второй метод селекции продуктивного 
штамма.

Влияние биосинтетических предшественников. Если нсполь- 
зуют биосинтетические предшественники аминокислот как ис-
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Ч0Д11Ь1С вешества, регуляция сише^а амяпиппиш! uwox-ovv.. 
n значительной мере через ннгибирование и репрессню по прнн- 
ципу обратной связн. Этот процесс также ферментационний, 
однако он основан на шунтироваиии метаболического контроля 
добавлением в ростовую среду метаболнта — промежуточного 
в биосннтетнческом пути образования целевой аминокислотн.

Предложен способ получения L -изолейцина с использова- 
нием штамма Serratia marcescens, в котором L -треонин нсполь- 
зовали как субстрат. В этом случае L -треониндезаминаза ката- 
лизирует конверсню L-треонина в а-кетомасляную «нслоту и 
аммиак, и этот фермент становится индуцнбельннм при добав- 
лении L-треоннна в среду и не ингибируется L-лейцином. 
в связи с этим биосинтез продолжается без метаболического 
контроля и L-изолейцин эффективно продуцнруется. Наряду с 
L-треонином в качестве субстратов-предшественников использу- 
ют а-аминомасляную, а-броммасляную и а-оксимасляную кис- 
котн. Они метаболизируют прямо или косвенно в а-кетомасля- 
ную кислоту, и эта конверсия не ингнбируется L-изолейцнном 
по прннцнпу обратной связи. В табл. 2.2 охаралтеризованн не- 
которие амннокислоти, которие продуцнруются с использовани- 
см предшественников.

Остановимся на микробиологическом синтезе триптофана, 
поскольку технологический процесс его получения более сложен, 
чем производство глутаминовой кислотн и лизина, а внход ro- 
тового продукта значительно ннже. Основное затруднение 
состонт в том, что проведение ферментации без добавления ме-
2.2. Получение некоторих аминокислот микробиологическим способом

с использованием метаболических предшественииков

Лмннокислота Микрооргаииэн Прсдшсственник

L-Гистидин Brevibacterium flavum
L-Изолейцин Serratia marcescens

Bacillus subtilis 
Corynebacterium sp.
Serratia marcescens 
Brevibacterium, Micrococcus 
Aerobacter

L-Метионин Pseudomonas denitrificans

L-Серин Corynebacterium glucinophilum
Pseudomonas sp.
Sarcina albida 
Nocardia butanica 

L -Треонин Bacillus subtilis
L-Грццтофан Hansenula anomala

Claviceps purpurea

Г истидннол 
ОХ.а-Амнномасляная 
к-та 
То же 

»
D-Треоннн
ОХ-а-Оксимасляная к-та

2-Окси-4-метилтиомасля-
ная к-та
Глицин

L-Гомосернн 
Антраниловая к-та 
Индол

3* 35



хорпимовал K-ia.

'йнтранилатшнтетаэа

2-фосфотрансфераэа

глутамин 
глутаминован к-та 
иировинограднан к-та

С^А Х Ю Н
антраниловаи к та

^N H ,
I , —  фосфорнбознлиирофосфат 

ФФ„
^ \^ С О О Н

о счш —сн—

лактоиаза

:н—«:н—сн—сн—сн_,п(ф) 

он он

^-^-фосфорибоэил^Ч-антраниловая K-ia 
СООН
Ю С-СН (ОН) СН (011 )CH20 ©

енол-1-(-0-карбокси<{)е11нлаМПио)-
-1-дезокснриГ|улозофосфат

дегидрогеназа ц  о

С02

сн(он)сн(он)сн2о ®
пи дол- 3-r лнцерофос фат

HOCH2CH(NH2)COOH L-cepuu

OHCCH(OH)CILO@ +  Н 20
3-фосфогл н церальдегид

Рнс. 2.4. Схема бно- 
синтеза триптофана 
иэ антраниловоА кис-
ЛОТЬ!

0 г г ™ 1)СООН

триитофан



болнческого предшсственннка — антраннловой кислоти — 
та,чктическн неиозможно. Ключевие стадии бносннтеза трипто-
II чна заложеин в гексозомонофосфатном путн утилнзацнн уг- 

■нодов, одннм нз продуктов которого является шнкнмовая 
пслота (см. рнс. 2.1), даюшая в результате ряда энзнматнче- 

ck iix  превраш еннй хоризмовую кислоту. Последняя может под 
лойствием антраннлатсинтетазь! преврашаться в антраниловую 
кислоту. К а к  видно из рис. 2.4, антраниловая кислота денстви- 
п л ь н о  служнт метаболнческнм предшественником при синтезе 
триптоф ана. Основним этапом этого пути следует считать фор- 
мирование пиррольного цикла и присоединение боковой цепи 
к нндольному ядру. Поскольку триптофан оказивает иигиби- 
руюшее действие на антранилатсинтетазу, синтез последней ин- 
дуццруют дробннм введением антраннловой кнслоти ло ходу 
ферментацни (0,1—0,3%). Заметим, что антраниловая кнслота 
относнтельно недорога и ее легко сннтезировать хнмнческнм 
путем нз фталевого ангидрида.

§ 2.2. Ферментативнме процессм синтеза аминокислот 
и разделения их рацематов

.Wiiorne аминокислоти получают с помошью фер.ментов: гид- 
ролаз, аммиаклназ, пнрндоксаль-5'-фосфатзависимих фермен- 
тов и др. Отдельнме аминокнслоть! синтезируют, используя ин- 
дивндуальние ферменти (например, полученне L-аспарагино- 
вой кислоти нз фумаровой с помошью аспартази), для получе- 
ния другнх прнменяют комбинации ферментов (напрнмер, по- 
лучение L -цнстенна нз 2-амино-Д2-тназолнн-4-карбоновой кисло- 
ти с экстрактом Pseudomonas thiazolinophilum). Источником 
большинства таких ферментов являются микроорганизми. Из- 
вестние недостаткн ферментатнвних методов получення амино- 
кислот компенсируются иммобилизацией ферментов нли клеток 
на подходяшнх носителях.

Заметнм, что химнческие аснмметрические сннтези амнно- 
кислот пока еше педостаточно нсследовани, а технологнческие 
методи на основе химических реакций обично прнводят к обра- 
зованию рацематов. В связи с этим разделение рацематов ами- 
нокислот на оптнческне нзомери нмеет промишленное значенне. 
Используют следуюшие методи разделення: хнмнческие, фер- 
ментативпие н мнкробиологнческие. Из них наиболее эконо- 
мичнимн япляются фсрментативний метод разделення рацема- 
тов с прнменением стереоспецнфнчних ферментов илн его ком- 
оннация с некоторимн дополннтельними химическими реак- 
иямн. Далее будут рассмотрени прнмери, иллюстрируюшие 
у бнотехнологию амннокислот.
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меров (рис. 2.5). а-Амнно-е-капролакта.ч-гидролаза ^ашамд. 
за) обнаружепа в клетках Candida laurentii и других дрожжах, 
н ее синтез может бить индуцирован добавлением 0,Ь-а-амино- 
е-капролактама (или L-a-амино-е-капролактама), а актив- 
ность — ноиами Mg2+ и Mn2+. a-Амино-е-капролактам-рацема- 
за найдена в Alcaligenes obae и других бактериях. При получе 
нии L-лизина воздействуют двумя ферментами на субстрат. 
В водний раствор О^-а-амнно-е-капролактама вводят нсобхо- 
димое колнчество дрожжевих и бактериальних клеток, обла- 
даюших гидролазной и рацемазной актнвностью. При рН 8,0 
8,5 и темпсратуре 30—50 °С 0,^-а-амнно-е-капролактам коли- 
чественно переходнт в L-лизин. Отметнм, что оба фермента 
(точнее, оба внда клеток) можно получить в иммобилизован- 
ном виде.

П о л у ч е н и е  L - а с п а р а г и и о в о и  к и с л о т и .  В на- 
стояшее врсмя разработан н успешно реализован в промишлен- 
ном масштабе метод получения аспарагиновой кислоти на осно- 
ве рекомбннантних н иммобилнзованних клеток продуцеитов — 
аспартатаммнаклнази (аспартази). Клеткн E.coli, содержагцие 
аспартазу, «атализировали присоединение аммиака к фумаро- 
вой кислоте с образованием L-аспарагиновой кислоти 
(рис. 2.6). Аспартаза — виутриклеточиая лиаза — синтезирует- 
ся не только клеткамн Е. coli, но н некоторими другими микро- 
органнзмами и растсниями. Глюкоза репрессирует синтез фер- 
мента, и эта репрессня снимается циклическим АМФ. Органи- 
ческие соединения азота, включая амннокислоти, уснливают 
образование фермента. Анаэробное культивирование предпочтн- 
тельно для синтеза фермента. Актнвность нммобилизованннх 
в полиакриламидний гель клеток сохранялась при повишенной 
температуре (37 °С ) в присутствни ионов Mg2+ в теченне 
40 сут прн рН 8,5, причем внход аспарагиновой кислотн состав- 
лял 95— 100% (прн концентрации фумаровой кнслотн 1 —

сн—соонi!сн—соон
(растворимость 20%V

P iic. 2.6. Ферментативний сннтез L -аспарагнновой кислотн из фумаровой 
с помоодью аспартази

сн—c o o n h ;
ф умарат ам м оии н

СН— COU‘ N H *  аси..рт.ча

:н— C O  N H *
моноаммоний-Ь асиартат L -аснарагивован к та

(растворимость 00%) (растворимость (1,6%)
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1,0 ■ гл/чсоставляла эОО г cupoii Оиимасси нл i л
Т е х н о л о ги я  получеиия L-аспарагиновой кислоти— одии нз 

нервих примеров использования в промишлсиности нммобили- 
joBaiiiiux жнвих клеток мнкроорганизмов, содержашнх ас-
партазу.

П о л у ч е и и е  т р н п т о фа н а ,  ф с н и л а л а и и н а  и 
цист еина .  Весьма перспектнвним является получеиие опти- 
чсскн чнстих аминокислот путем энантиоселектнвиого превра- 
шсння в аминокнслоти ряда циклических производних, химнче- 
сКий сннтез рацематов которих представляет более легкую за* 
ia4y, чем получение рацемата самой аминокнслоти. К  таким 
ўдобним для модификации циклическим соединениям следует 
отнести 5'-замешенние гидантонни и 2-амино-Д2-тназолин-4- 
карбоновую кнслоту.

Бактерии Klebsiella, Corynebacterium, Flavobacterium, Pseu- 
domonas, Bacillus, актитюмицегти Streptomyces н Actinoplanes 
проявляют високую активность в отношении D,L-5'-3aMeuieHHux 
i идантоннов. Образованне клетками гидантоиназ (дигидропири- 
миднназ) нндуцируется незамешенним гидантоином. Схема 
эпзиматнческого гидролиза с раскритием дигндропирнмидино- 
вого кольца D,L-5'-3aMeiuenHux гидантоннов, которие являются 
промсжуточними продуктамн в традиционних химнческих син- 
тезах амннокислот (метод Бухерера — Бурга), приведена на 
рнс. 2.7. Эта схема реализована прн получении триптофана и 
фенилаланина.

Схема мультнферментативного образования L -цнстенна 
представлена на рнс. 2.8. Отметим, что 0,Е-2-амнно-Д2-тиазо- 
лии-4-карбоновая кнслота является промежуточним продуктом 
в химическом синтезе D,L-UHCTenHa. Три фермента ответствен- 
ни за конверсню ОХ-2-амино-Д2-тиазолин-4-карбоновой кислоти 
в L-цнстеин: Е-2-амино-А2-тиазолнн-4-карбоновая кнслота-гидро- 
лаза, 5-карбамоил-Е-цистеннгндролаза, 2-амнно-Д2-тназолин-4- 
карбоновая кнслота-рацемаза. Они виделени из почвенних 
микроорганизмов Pseudom onas thiazolinophilum . Бносинтез 
ферментов нндуцируется добавками 0,Е-2-амино-Д2-тназолин-4- 
ка|)боновон кислоти.

Триптофан получают прямой конденсацней индола, аммна- 
ка и пировнноградной кислоти. Сннтез осушествляют с помошью 
L-триптофаннндоллиази (триптофанази), которая нуждается 
в специфическом коферменте — пирндоксаль-5'-фосфате. Трип- 
тофаназа найдена в бактериях Е. coli, Bacillus albei, Proteus 
rettgeri. Триптофан индуцирует образование фермента клетка- 
ми; индол ннгибнрует рост бактернй н продуцирование фер- 
''ента. Механизм действия пнридоксаль-5'-фосфатсвязанного 
фермеита, включаюшнй первнчное взанмодействие с аммиаком,
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Рнс. 2.7. Ферментатнвний сннтез триптофана или фенилаланина из 
0,Ь-5'-замешенного гидантоина
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Рис. 2.8. Ферментативний синтез L -цистеина из 0,^-2-амнно-Д2-тиазолин-
4-карбоновой кислотн (АТК)





а затем участие пировииоградиой кислоти и индола, представл 
леи иа рис. 2.9. Так как триптофаназа гидролизует триптофяД 
до аммиака, пировиноградной кислотн н индола, а индол|Л 
низких коицеитрацнях иигибирует гидролиз, реакцию сиигез* 
проводят при избитке аммиака и пировиноградной кислотЯ 
Триптофаназа зффективио конвертирует в этих условиях и н д Л  
в трнптофан, чему также способствует низкая растворнмосД 
триптофана в воде (10 г/л прн 20 °С ). По такому же механнзД 
«работает» L-тирозиназа при сиитезе L-тирозина из фснолад 
пировиноградной кислоти и аммиака (см. табл. 2.3).

Ферментативное разделение рацемических производнмх ами« 
нокислот. Потенциальное промншлеиное значение имеют мет<ш 
дн разделения рацематов путем асимметричного гндролиза Я  
помошью эстераз, амндаз и аминоацилаз (рис. 2.10). Некото! 
рне протеолитнческие ферменти, например хнмотрипсин, прЛ  
являют эстеразную активность. Прн этом L -аминокислотн n  
эфирн D,L-aMHHOKHC^OT разделяются на основе их различноЯ 
растворнмостн. Амидазн аминокислот (животного и микробногоа 
пронсхождения) гидролизуют амиди аминокислот до L-амино-] 
кислот. Паконец, N-ami^-L-aMHHOKHc^OTu гидролизуют амино-1 
ацилазамин (N-ациламинокислота— амидогидролаза) или кар-1 
боксипептидазамн с образованием L-аминокислот.

Псходнне ацнлированние 0,^-амннокислотн получают с no-j 
мошью обнчного химического синтеза. Фермент гидролизует] 
только ацил-^-изомер, отшепляя от него объемную ацнльную] 
группу и тем самнм резко увеличивая растворимость образую-1 
шейся L-аминокнслотн по сравнению с присутствуюшнм в pe-j 
акторе ацил-О-изомером. После этого вешества легко разделя-1 
ются с помошью известннх фнзико-химнчеоких прнемов. Про-1 
дуктом является чистая L -аминокислота. Внделенний непро-1 
реагировавшнй D-нзомер субстрата подвергается рацемизацин и| 
затем вновь разделению. Поскольку скорости ферментатнвного]

NHV | ) к т ( р а н  
б)аиндаз«

____ „ I  и )ам11но.1ЦилляаD,T— ПСН—СООХ+Н.О ^  fc
а)П'он; t«)R'cooH 

«)N H a;

*—X = U ';  V = H  ;
« - O X = N H , ; Y = H ;
* — X = C R '; Y = H

NH., NHY
I I

L— R C II—COOH +  D— RCH—COOX

Х1!МИЧ(»ГМ*И
гидри.шз j

U-RCH-COOH
NH,

Рис. 2.10. Схемн разделения рацематов аминокислот с помошью стереоск(Н 
пического гидролиза
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расшеплепня энантномсров нсходного соедннсння, как правило, 
сильно различаются (например, гидролнз L-форми N-ацетил- 
метиоинна ацилазон аминокнслот в 10000 раз превцшает ско- 
рость гндролиза D-форми), это позволяет получить энантиоме- 
pu амннокислот чрезвичайно високой оптической чистоти.

Прн помошн аминоацмлаз можно разделить рацемнческие 
смеси производних большинства амннокислот; важно лишь 
строеине ацильной части, к которой фермент проявляет специ- 
фичность. Ацнлази амидов аминокислот — широко распростра- 
иенние ферменти; содержатся в тканях жнвотних (ацилаза из 
ночек свиньн), в растениях и микроорганизмах. Деацилирова- 
ние ацилазами из почек свнньи активируется ионами Со2+. Суб- 
стратная специфичность ферментов, виделенних из Aspergillus 
oryzae, отличается от таковой для ацнлази почек свиньи. 
В табл. 2.4 приведеии даниие по целому ряду амниоацилаз, и в 
частиости по ацилазам 1, имеюшим менее вираженную суб- 
стратную специфнчность, и по ацилазам II, которие гидролизу- 
ют преимушественно N-amu-L-acnaparHHOByra кислоту. Биотех- 
нологи предсказивают важность оптичеокого разделения N-аце- 
тил-ОХ-лизина фермеитом е^-ацил-Е-лизинаминоацилазой 
с целью получеиия високочистого медицинского L -лизнна.

2.4. Субстратная специфичность аминоацилаз

Отиосительная скорость
гидролиза аминоацилазой

Аминокислота Ацильная группа
из поче.к из гриба
свнньн* А. oryzae

■Лейцин

Изолейцин
Метнонин

Глутамнновая
Аспарагиновая
Лнзин

Трнптофан

,* Аминоацвлааа I. 
лминоацилаэа II.

Ацетил 22 31
Хлорацетил 69 46
Ацетнл 1,6 65

» 100 (конт- 100 (конт-
роль) роль)

Хлорацетнл 410 180
Глнцнл 62 26
Ацетнл 13 37
Хлорацетил 53 53
Ацетил О .Г ’ 10
Хлорацетил 0,5** 10
а,е-Диацетнл 0,3 0
а.е-Дихлорацетил 0,6 —
е-Бензоил-а-ацетил — 83
е-Бензоил-а-хлорацетил 0,1 158
Ацетил <0.1 >4
Хлорацетил <0.1 63
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Разделение рацемнческих производних аминокислог' на со. 
ставляюшне L- и D-изомери стало первим процессом в мире, 
осушествляемнм с помовдью иммобилизованних ферментов на 
промишленном уровне. Длительность полуинактивацни иммо, 
билизованного фермеита в промишленних условиях 65 сут. Т

Итак, оптически активине L-аминокислотн иолучают двумй 
промьииленннми способами — микробиологическим и химикоЗ 
энзиматнческим. Хнмнческие методн обнчно прпводят к обра  ̂
зованию рацематов (таким способом в СССР получают D,L^ 
метионин) н для оптнческого разделения необходнмо приме- 
нять специальнне фермеитн.

Мнкроорганизмн, продуцируюшне аминокислотн, внделяют 
методами селекции и генетического обмена с целью получепия 
внсокого внхода продукта. Производство L-лизина с нспользо- 
ваннем ауксотрофов и регуляторннх мутантов развито в про- 
мншленном масштабе. Эффоктивная конверсия D,L-a-aMHHo-e- 
капролактама в L -лизин с помошью комбинации лактамазн и 
рацемазн, а также эффективное разделение ацетил-0,^-лизнна 
грибной аминоацнлазой станут в ближайшее время новнм ис- 
точником получения внсокочистого L-лизина.

Оба подхода имеют свои достоинства и недостатки. В мик- 
робном биосинтезе (ферментация аминокислот) аминокислотн 
могут бнть синтезированн на основе простнх н дешевнх снрье- 
внх матерналов, таких как глюкоза, уксусная кислота, мелас- 
са, сульфат аммония или мочевниа, однако процесс производст- 
ва, длительннн по временн, требует селективного отделения це- 
левой аминокислотн от других сопутствуюших при биосинтезе 
аминокислот, а также очисткн стоков при использовании ме- 
лассн в качестве источнпка углерода. Химико-энзиматнческая 
технология более интенсивна, обнчно более эффективна, не 
прнводит к образованию побочннх продуктов. Однако этот ме- 
тод нуждается в сложном и более дорогом субстрате или в пред- 
шественнике, или в производннх аминокислот, а «работоспо- 
собность» метода зависнт от стабнльности и дешевизнн фер- 
мента или клеточного экстракта. Иммобилизация ферментов н 
клеток в перспективе может значительно ослабнть эти недо- 
статкн химико-энзиматических методов.

§ 2.3. Продуцирование микроорганизмами антибиотиков 
и их модификация

Антнбнотикн наиболее хорошо известнн среди вторичннх 
метаболитов; их описаио свнше 6000, продуцируемнх плесне- 
внмн грнбами, актиномицетами, эубактернями и другимн мик- 
роорганнзмами. Некоторне видн микроорганизмов способнн 
продуцировать большое чнсло антибиотиков. Например, штам-
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Рмс. 2.11. Метаболическне связн между первнчним и вторнчним обменами

мi.i Strcptomyces griseus продуцируют до 40 различних аити- 
биотиков. Рассмотрим основние закоиомерности фермеитаций

■ антнбиотиков, используя принципи регуляции метаболизма (см. 
гл. 1), а также метаболнческне связи между первичним и вто- 
рпчним обменом (рис. 2.11).

В образование антибиотнков включается около 1% генов 
продуцента (род Streptomyces), кодируюших структуру фермен- 
тив биосинтеза. Отсюда понятни трудностн не только с генети- 

I  ческн.м, но и с бнохимнческнм анализом путен биосинтеза анти- 
ii биотиков.

Большое число антнбиотиков, содержашнх ароматическне 
| заместители, сннтезнруется клетками микроорганизмов из про- 

межуточних и конечних продуктов преврашения ароматнческнх 
„ амннокислот— путь шнкнмовон кнслоти (рис. 2.12). Так, сопря- 
ч женние С—С-связн хлорамфеннкола и коринецина «переносят- 

ся» из хоризмовон кнслоти (через промежуточнин п-аминофе- 
нилаланнн); ароматическнн компонент рифамицина — из шики- 
мовой кнслоти; феназиновие «скелети» пиоцианнна— нз ант- 
раннловой кнслоти; ароматнческие кольца актиномицина, ин- 

■олмицина, пирролнитрина — из триптофана и т. д. Основной 
предшественник— шикимовая кислота — образуется конденса- 

LUHvii эрнтрозо-4-фосфата (продукта пентозофосфатного цикла) 
« фосфоенолпнруватом (продуктом глнколиза) и конвертируется 

^ ^ хоризмовую кнслоту. Последняя с помошью хорнзматмутази
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риС 2.13. Синтез вторнчного 
,стаболнта при переходе от

трофофазь! К ндиофазе:
, _  концситрацйя сахара; 2 — рост ^
.„ш-лия; 3 — концеитрация пеин-

\ Vj

может давать префеновую ^  
кис.ю ту нлн антраииловую g 
кислоту. если катализ ве- £ 
ieT антранилатсинтетаза я 
(См. рнс. 2.4).

Трофофаза и идиофаза 
во нторичном метаболиз- 
ме. Пернод ферментации 
на богатих ннтательннмн вешествамн (в том числе промишлеи- 
них) средах делнтся на трофофазу и идиофазу, причем во время 
трофофазм аитибиотики (идиолитн) в сколько-ннбудь значи- 
тсльн и х  количествах не образуются. Картнна такой фазовой за- 
виснмостн показана на рнс. 2.13 на прнмере пенициллина. За- 
держка в образовании антибиотика обично обусловлена исчез- 
новеннем питательного компонента, напрнмер легкоутилизнруе- 
мого сахара, источника азота илн фосфора.

Воз.можно, этн ограничения в поступленин к микроорганнз- 
\ia\i недостаюшнх питательних вешеств обусловливают то, что 
нндуктори ферментов вторичного метаболизма аккумулируют 
ii.ui нисвобождают гени вторичного метаболизма нз-под влня- 
liпя катаболитной репрессии. По-внднмому, в концс трофофази 
нроисходят заметние изменения в ферментном составе клеток 
п именно к этому периоду появляются ферментн, «включаю- 
шне» биосинтез вторичннх метаболитов, например, б-(о-амино- 
1липил)-цистеннвалинсинтетаза прн синтезе пенициллина-N, 
соответствуюшне сннтетазн при полученнн грамицидина S и 
пктипомицина, аминотрансферазн и амндинотрансферазн при 
синтезе стрептомицнна и т. п.

С указанннмн явлениямн тесно связанн некоторие законо- 
мерностн, постоянно учнтнваемие в промншленной биотехно- 
•югнн, — репрессня синтеза ферментов фазн образования антн- 
биотиков бистро усванваюшнмися углеводами, подавленнеэто- 
го процесса неорганическим фосфатом прн високой стнмулнрую- 
Шей рост концентрацнн и т. п.

2.12. Биосннтез антибиотнков и другнх вторнчних метаболн- 
тов нз ароматическнх промежуточнмх соединеннй, в том числе нз 
зроматнческих аминокислот (путь шикнмовой кислоти)



acremonium на различних источниках углерода

Источкик
углерода

Максимальное 
продуцирование 

антнбнотика. мг/мл

Максимальний мас- 
совьай виход сухих 

клсток по массе, 
мг/мл

Удсльнмй пмхоя 
«нтибиотика, мг 

н» 1 мг сухих клет

Глюкоза 830 22,5 36,9
Мальтоза 1130 21,8 51,9
Фруктоза 1250 21,5 58,1
Галактоза 1650 19,1 86,4
Сахароза 1040 11,9 87,4

Из табл. 2.6 видно, что удельньж виход р-лактамного антн 
бнотнка (цефалоспорнн С) на основе различннх углеродннв 
источннков уменьшается от сахарозн к глюкозе. Наиболее опЖ 
тимальная среда для биосннтеза антибиотика актнномицинш 
культурой Streptomyces antibioticus содержнт 0,1% глюкозн J  
1 % галактозн. В такой среде глюкоза бнстро утилизируетс! I 
во время трофофазн. Когда глюкоза исчерпивается, микроорга! 
низм переключается на утилнзацию галактозн и начинается I 
идиофаза. Дробная подача глюкозн (до инициирования синтез! 
метаболита) прнводнт к полному подавленню синтеза антибио4 
тнков. С другой сторонн, более високую активность культурн 
обусловлнвают низкие концентрацни глюкозн. Внявлен фер̂  
мент, наиболее чувствительннй к репрессии глюкозой, — фенок-1 
сазннонсинтетаза. Именно он определяет образованне феноксаЗ 
зиновой системн у актиномицннов.

Интенсификация биосинтеза антнбиотнков до уровня, набН 
людаемого у сверхпродуцентов, возможна лншь в том случае^ 
если будет предотврашено аллостерическое ретроннгнбироваЗ 
ние (т. е. ннгибирование антибиотиком активности фермента 
своего биосинтеза по принципу обратной связи) и явленне, спе-1 
цнфичное для антибнотнков, — подавление нмн метаболизма! 
собственного продуцента (хлорамфеннкол, вирджнннамнцнн, 
пенициллин и др.).

Пути бносинтеза многих антибиотнков представляют собойя 
ответвления от путей биосинтеза первнчннх метаболитов, по-| 
этому следует учитивать возможность ретроннгибирования пер*1 
вичннм метаболитом. Так, биосннтез пенициллина микроорга*! 
низмом Penicillium chrysogenum подвергается ретроингибироЯ 
ванию со сторони L-лизина. Причину такого эффекта можжя 
установить, если рассмотреть разветвленний путь метаболизмаД 
представленннй на рис. 2.14. I

Один из промежуточннх продуктов бносннтеза лизинаД 
а именно а-ампноадипиновая кислота, включается в начальннеШ 
пептидобразуюшие ступени биосинтеза. Еслн добавки лнзнна К |
50



а-кетогпутаровая к-та + ацетил-КоА

лимонная к-та 

1
цис аконитовая к  та 

iизолимонная к та

1
а-кетоадипиновая к та

l
[ о-аминоадипиновая к тҒ~|

/
/

/

а-зминоадипинат- 
L  цистеин

о аминоадипинат- 
L -цистеинил-t валин

h полуальдегид 
а-аминоадипиновой к  ть( \

/ сахаропин

/

q -аминоадипинат 6 амино- 
пенициллановая к-та 
(изопенициллин N)

фенилацетил 6-амино- 
ленициллановая к-та 
(бен з ил пен ицил л ин)

Рнс. 2.14. Схема синтеза лизнна и пенициллина у Penicillium chry-
sogenum

penicillium  chrysogenum замедляюг образование псницнллииа, 
то а-амнноадипиновая кислота ие только «снимает» ингибирую- 
Шнн эффект лизина, ио и стимулирует синтез пенициллина в от- 

[ рутствне лнзина.
11нгнбирование лизином образования пенициллина является 

результатом эффекта обратнои связи на собственньш биосиитез 
•■чвзина, т. е. ингибирования первого фермента биосинтеза — 

Е Г0м°Цитратсиитетазь1. Этот эффект приводит к дефициту а-ами- 
иоалнпнновой кислотм, иеобходимой для образоваиия пени- 

f p-i-iHiia.
■к^ктнвность гомоцнтратсиитази очень важна во время про-
■ лук niiiioii фази (ндиофази). Специфичность этого фермента 
■ри^тно падает в начале идиофази, и добавление лизииа умень-



шает его п без того уже низкую активность. Прц вмесенн! 
L-a-амииоаднпнновон кнслоти в процессе ферментацни пен|1 
циллииа ингнбнруюшее влняние лизнна «снимаетси», н, наобЗ 
рот, в пигательннх средах с високим содержанием лизина l » J  
для мутантов с увеличенной продуктивностью лизина) практЗ 
чески обеспечивае1ся ингибироваиие продукции пеницнллина* 
Следует отметить то, что завершение многосуточной фермент^ 
цни високим виходом антибиотика невозможно при подавлени| 
(ииактивации) нм жнзнедеятельностн своего продуцента. Ми»; 
роорганизмн нмеют различние механизми зашнти от вьфабм 
тиваемого нми антибиотика.

Следует отметить, что граница между первой и второй био- 
сннтетнческими фазами приходится очень часто на фазу з*. 
медления скоростн роста популяции. При эюм пнк максимума 
удельной скоростн иакопления идиолита обнаруживается в пе> 
риод достиження максимальной концентрацни клеток микроор! 
ганизмов. Циклнческий пептидний антнбиотнк — грамици- 
дин S — не продуцируется до завершеиия клеточного цнкл '̂ 
Bacillus brcvis, так как грамицндин-Б-синтетаза не образуется 
вплоть до последних участков логарнфмической фази роста. 
После достижения пика удельной актнвностн ферменти бистро 
исчезают, как только клетки «входят» в стационарную фазу. 
Более того, чем више удельная скорость роста продуцента, тем 
ниже уровень концентрации грамнцидин-5-сннтетази.

В то же время эта граница лабильна и подчиняется кинети- 
ческому контролю (контролю удельной скоростн роста) путеН  
изменения состава питательной среди нли концентрации источ-? 
ника углерода, значений рП среди, интенсивиости аэрации и 
другнх факторов. В ряде такнх случаев ироисходнт смешение 
(в сторону синхронности) сннтеза некоторих экзометаболитов 
к первой биосинтетической фазе (при использовании низкойЗ 
концентрации бистрометаболизируемого источника углерода—Л  
глюкози нли химнчески определенной синтетнческой средьш 
в которой поддержнвается более ннзкая удельная скорость ро«1 
ста и т. д.).

Влияние предшественников на синтез антибиотиков. Откли-
кн на стнмулируюшие добавки прн ферментацнях некоторих! 
вторичних метаболнтов могут бить связани с явлением индукт! 
цин сннтеза ферментов в ндиофазе.

Пндуктнвний эффект обнаружен, например, в биосинтезв 
цефалоспорина С у сернистих ауксотрофов Cephalosporiune 
acremonium при добавках метноннна. Эта аминокнслота не трев 
буется для роста микроорганнзма, хотя может бить нспользов 
ваиа как нсточннк азота нлн cepu. Влиянне метноннна обнарУШ 
жнвается лншь тогда, когда он добавляется во время р о с т а Я  
Метионин оказался эффективним предшественником атома Я



so,:
— ч

цефалоспорин C

ч
\ ■ ■■ ■ ■ «w 1 1 ■ ■ /

A . цистеин

Г " 1г  — — Ij цистатионин j

I---1 —---I
транссульфировамие J гомоцистеин [ дстранссульфирование

т ~ 1 _____________
["s аденозилгомоцистеин . 

f s  аденозипметионин

i  L I -------------------
I--- ----1метионин j

Рис. 2.15. Пути метаболизма cepu в клетках Cephalo- 
sporium sp.

лля цефалоспорима С; другие промежуточиие продукти мета- 
болизма cepu от метпонниа к цистеину действовали без доста- 
точного стимулируюшего эффекта (метиоииц>цнстатиоиин> 
>цистеин). Как видно нз биохимической схеми (рис. 2.15), 
цнстеин и цистатионин должни конвертировать в метионин 
через транссульфирование, прежде чем они могут стимулиро- 
нать бносинтез антибиотнка, даже если нх активность как пред- 
шественииков cepu не обусловливается метионином. Генетиче- 
ское блокирование путей метаболизма между сульфат-ионом и 
метноннном нли между цистеином н метнонино.м (транссульфи- 
рованне) изолнрует синтез антнбиотнка прн росте на сульфат- 
ноне нлн цнстеине, хотя путн от этнх источников cepu к цефа- 
лоспорину С остаются откритимн, т. е. присутствне метионина 
является обязательним для синтеза антнбнотика. Более того, 
нндукцня метионином адекватно моделируется норлейцином, 
«бессерним» аналогом. По-видимому, индукция ферментов бно- 
сннтеза цефалоспорнна С у Cephalosporium acremonium визи- 
вается углеводородними фрагментами метионина или нор- 

l лейцина.
Нндукция синтеза ферментов идиофази нграет также важ- 

i пУю роль в интерконверсии (трансформацин) «родственних» 
|  а||тибиотиков — стрептомнцннов. Так, маннан действует как 
I И||дуктор a-D-маннозндази, которая конвертирует маннозидо- 
I стРептомнцин в стрептомицин (оба антибиотика продуцируются 
I  в отсутствие индуктора одновременно).



Хотя неизвесте» точньш механизм дерепресснрования (ицЯ 
дуцирования) первичними метаболитами генов, коднруюшиҳ| 
сннтез ферментов вторичного метаболизма, нмеется ряд реко.| 
мендаций по оптимизации биосннтеза. Так, нпдукцня вторично.1 
го метаболнзма требует добавлення молекули эффектора в ] 
ферментируемую среду для синтеза вторичного метаболита,. j  
т. е. во время ростовой фази пернодической ферментацин. Пер«| 
вичнмй метаболит как предшествеиник должен лимитнровать! 
скорость биосннтеза антибнотика. Только в этом случае он бу.1 
дет проявлять стимулируюшую роль при добавках в фсрмептаЯ 
ционную среду. Производство беизилпенициллина снльно стиму-1 
лируется добавками метаболнческого предшественннка — фе-J 
нилуксусной кнслотм. Пропноновая кнслота и пропиловмй спиртЯ 
стимулируют биосинтез макролиднмх антнбнотнков через ме-Я 
тнлмалонил-КоА. В образовании пептнднмх антибиотнков не-Я 
белковме аминокнслотм являются ростовмми факторами (орни-Я 
тин стнмулирует биосинтез бацитрацина; L-фенилаланин— 1 
предшественник D-фенилаланинового компонента грамнциди-1 
па S ). Паконец, поскольку стнмуляционнме эффектм являютсЛ 
концентрацноннозависнммми, следует ожидать увеличения! 
внутриклеточного пула эффекторного метаболита нлн его npo-| 
пзводнмх до появления ферментов вторичного метаболнзма.1 
Подобнме случан использования предшественников известнь*! 
как н а п р а в л е н н м й  б и о с и н т е з  а н т и б и о т и к о в .

В работе с геномом продуцентов антибиотиков проводят! 
слнянне протопластов (получен отечествеинмй фагоустойчивмй! 
н вмсокоактнвнмй штамм — продуцент кормового антибиотика! 
гризина), нспользуют генетическне манипуляции н генетиче-1 
ский обмен. С применением плазмид актнномнцетов — проду-« 
центов более 70% нзвестнмх антнбнотнков, актинофагов и ми-1 
ковнрусов — клонированм многне генм бносинтеза актиномице-1 
тов, в первую очередь генм, определяюшне устойчивость ре-1 
комбинантного штамма к антибиотнкам. Некоторме разработки 1 
в этой области указнвают на бмстрнй прогресс в деле созда-| 
ния промншленно важннх антибиотиков с использованнем ак-1 
тиномнцетннх гнбрндннх плазмид.

Энзиматнческая модификация микробнмх антибиотикоа. j 
6-Аминопенициллановая кислота. Помнмо пеннцнллннов и це-1 
фалоспорннов, получаемнх путем ферментации, внпускаютсЯЯ 
так назнваемне полусинтетические пенициллинн и цефалоспо-1 
рннн. Основнне пренмушества этнх моднфнцнрованннх антп-1 
биотнков по сравнению с природннмн (микробннми) заключа-1 
ются в нх стабнльностн прн различннх рН, способности угне-1 
тать устойчивне к другнм антнбиотикам формн бактерий, рас-1 
шнренннй антнмикробннй спектр действия.
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Получение иившл, uu<iw <т т . ......—
||;, связано с изменением его боковой цепн

Воковая цепь I б-аминопгнициллановая 'кйслота

S

R — СО —  I NH —  СН —  СН

I ОС —  N

''ji -лактамное
кольцо

сн —  соон
Ти азоли ди новое 

кольцо

„jiii сохранении целостностн остальной частн, так назнваемого 
Ядра антибиотика — 6-аминопенициллановой кнслоти. Посколь- 
ку масштабньш химический синтез таких соединений пока не- 
иозможен, самим простим способом является отшепление бо- 
ковой цепи биосинтетического пенициллнна, виделение 6-а.ми- 
нопенициллановой кислоти и последуюшее ацилирование ее 
аминогруппь! с получением полусинтетнческого аналога. Однако 
химическая моднфикация обично включает несколько стаднй, 
требует широкого диапазона температур (начиная от —40 °С) 
п не дает високого вихода 6-аминопеннциллановой кнслоти.

Подобное избирательное преврашение может бить проведе- 
но в одну стадню в обичних условнях (рН 7,8—8,0) при 40— 
50 °С в водной среде с нспользованием спецнфического фермен- 
та — пеницнллинамидази (пенициллинамидогидролаза, или, 
с учетом обратной синтетазной функции, ацил-ҚоА: 6-амннопе- 
ницнллановая кислота ацилтрансфераза). По механнзму дейст- 
вия фермент является ацилазой, поэтому нногда его називают 
иеиициллинацилазой. Получение 6-аминопеннциллановой кисло- 
TU с использованнем иммобилизованной пеницнллинамидази 
стало первим в СССР технологическим процессом инженерной 
эизимологии. Внедрение масштабного производства 6-аминопе- 
иициллановой кислоти может далее обеспечнвать синтез полу- 
сннтетнческих пенициллинов с радикаламн R =

т г '- I

0н
С -

0

Метициллин Оксациллин Ампициллин

Чрирода оргаиической кнслоти, продукта гидролиза пени- 
Ғ 'Л;1ина, зависит от типа последнего. Фенилуксусная кислота,

Ампициллин
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например, образуется при гидролизе бензилпенициллииа (пени 
циллина G ) ; феиоксиуксусная кислота — продукт гндролиза фе 
ноксиметилпепициллина (пеиицнллина V ). Ацнлази классифи 
цнруют на основе их субстратной специфнчности на трн тнпа 
фермент I, гидролизуюший пренмушественно пенициллин V, 
основнмми продуцептами его являются клетки эукариотов; фер! 
мент II, гидролнзуюший пренмушествеино пенициллин G, ос- 
новними продуцентамн его являются грамотрицательние бакте- 
рнн, например H.coli; фермент III, гндролнзуюшнй а-аминобен- 
зилпенициллин (ампициллин) н продуцируемий культурой рода 
Pseudomonas. Л

За исключением фермента нз Bacillus megaterium, все аци« 
лази являются внутрнклеточними н требуют специальной тех* 
нологии виделения; наиболее хорошо нзучени фнзико-химиче- 
скиг п технологические свойства ацилази II типа нз П.со|1 
Большинство ацилаз бнстро инактивируется при температурах 
више 60 °С н прн рН више 8,5. Гидролнтическая реакция пр<Я 
гекает эффективно прн 37—55 °С н рН 7,0—8,0. Как правнлЯ 
при концентрацнях феинлуксусиой кнслоти более 45 мМоль/ji 
и 6-амннопенициллановой кислоти более 26 мМоль/л фер.мен- 
ти II типа обратнмо ингибнруются; первий ингибнтор конку- 
рентного действия, второй — неконкурентного.

При вираишвании продуцентов пенициллинацнлаз следует 
иметь в внду, что активность культури сушественно повншает- 
ся, еслн в среду вводить фенилуксусную кнслоту; введение фе- 
нокснуксусной кнслоти оказнвает меньший эффект. Угнетенне 
бносинтеза ацнлази в Е.соН наблюдали прн повишенннх тем- 
пературах н високих концентрацнях растворенного кнслорода 
в среде (даже в присутствии индуктора). Характерная особен- 
ность пенпциллинацилази в Е.соИ — регуляция его биосинтеза 
посредством механизма катаболнтнон репрессии; абсолютннмн 
репрессорамн являются глюкоза, мальтоза, глицерин, а уксус- 
ная кислота частнчно репрессирует синтез. Репрессируюший 
эффект полностью снимает цАМФ. Однако синтез пенициллин- 
ацилазн штаммами Proteus nettgeri не репрессируется глюко-j 
зон, глицерином нлн уксусной кислотой, и добавки этих еоеди- ! 
нений индуцируют энзнмннй синтез. Для этого типа мнкроорга- 
ннзмов катаболнтная репрессия обпаруживается при нспользо- , 
ванин сред, содержаших янтарную, фумаровую или яблочиую , 
кислотн как единственний источннк углерода. Виделенн клонн «
Е.соН после генетических манипуляций, ацилазная актнвностьз 
которнх в 45 раз више, чем нативних клеток.

Следует подчеркнуть, что пенициллинацилаза обладает об-| 
ратимим действием, осушествляя в режнме рН 5,0—5,5 реакцию l 
ацилирования (перенос ацильиой группировкн). При исполь- 1 
зовании р-пронзводннх карбоновнх кислот типа R—С(О)-— 1
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n ]1R, нли  R—C (0 )—SRi (где радикал NHRi — глицин, ради- 
,.i SRi — тиоглнколевая кнслота, а R — фенил), имеюшнх 

, |Сктронодонорние заместнтелн, скорость реакции ацнлирова- 
иия возрастает. Такнм снособом получают новис р-лактамнне 
ттибиотики на базе 6-ЛПК, причем преврашение «ядер* в це- 
iсвое jJ-лактамное соединение в реакционной смеси протекает 

вью оким внходом (до ацилирования 6-аминопенициллановой 
кнслотм  образуется КоА-пронзводное, с которнм и реагирует 
(|.ами11опепициллановая кнслота). Энзиматический гидролнз 
осушествляют для получения 7-аминоцсфалоспориновой кисло-

соон

CH20-C0CHj

i t,i, ключевого соединения для синтеза нових цефалоспоринов 
I на основе нспользовання нммобнлизованной спецнфнческой 

пешшиллннамидази из мнкроорганизмов рода Kluyvera (цефа- 
I лорндин, цефалотин и др.).

§ 2.4. Регуляция образования ферментов как конечнмх
продуктов

OciioBHbiM критерием при отборе микроорганизмов — проду- 
ueiiTOB ферментов как конечних продуктов — является уровень 

i ферментативной активностн, поэтому очень важна их селекция.
Ўровнн накопления ферментов в клетках могут бить повишени 

I и 100— 1000 раз путем генетического обмена и подбора пита- 
тельнмх сред. Культнвирование продуцентов ферментов только 
тогда экономично, когда ферментационние цнкли коротки, 

1 сравнительно дешеви пнтательнис среди, а также висока спе- 
I цифичность внутри- или внеклеточних ферментних белков.

В качестве продуцентов ферментов нспользуют мнкроорга- 
низми мезофнльние, растушие при 25—40 °С, и термофильние, 
оптимум роста котормх лежит в ннтервале 50—80 °С. Использо- 
вание термофильнмх продуцентов ферментов позволяет вестн 
Технологический процесс в зашишенних от посторонней мезо- 
фильной микрофлорм условиях, при повмшенной растворнмостн 
Ғ^стратов н т. п. Если возникает необходимость вести процесс 
рри экстремальних значениях рН, могут бить использовани 
рнкроорганизми ацидофильние с оптимумом рН 2—4 или ал-

• юфильние с оптимумом рН 8— 11.
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На комплекспмх средах достнгаются более високие виходи 
фермснтов, чем на сннтетических. Более того, первие среди 
оказиваются н более экономнчнимн с производственнон точки 
зрення. Қомплексние среди, однако, затрудняют управление 
бносннтезом ферментов, поскольку прн этом культура сннте- 
зирует обично комплекс ферментов, а отдельние ферменти под- 
лежат разлнчним механнзмам регуляцин. В таких случаях 
фено- и генотипическая оптнмизация получення ферментов осу- 
вдествляется в основном эмпнрнческн.

Для продуцировання ферментов разрабативают методи не- 
преривного культивирования в режнме хемостата, так как об- 
разование многих ферментов контролируется скоростью роста 
продуцента, которая в хемостатной культуре поддерживается 
постоянной.

Фенотипическая оптимизация биосинтеза ферментов. Струк- 
турние гени, коднруюшие образование многих ферментов, при 
отсутствии субстратов обично неактнвни. Когда в систему вво- 
дится подходявднй субстрат-индуктор, структурние гени «вклю- 
чаются» в работу — инициируют образование ферментов (по- 
следние в этом случае називаются нндуцибельними, ими чаше 
всего оказиваются катаболические ферменти).

Индуктори — аналоги субстрата, которие лишь нндуцируют, 
но не метаболизируют. Прнмерами таких аналогов являются: 
нзопропнл-{1-0-тиогалактознд для индукции fi-галактозндази 
при ферментацни E.coli на лактозе; N-ацетилацетамид — для 
алнфатнческой амидази (субстрат — ацетамид); метнциллин — 
для пенициллнн-р-лактамази (субстрат — бензилпенициллин); 
D-тирозин — для тнрозинази (субстрат — тирозин). Постоянная 
добавка таких нндукторов всегда приводит к оптнмизации про- 
дуцнровання ферментов. Перевод нндуцируюшего субстрата в 
медленно катаболизируемое сложное соединение —другая воз- 
можность. Так, прн продуцнрованнн ннвертази грибами Pullu- 
laria pullulans вводят эфнр сахарози — монопальмитат — вме- 
сто сахарози. В этом случае достигается 100-кратное, а для 
продуцирования р-галактозидази у Е.соП — даже 1000-кратное 
повишение содержання ферментов в клетке. Тнпичнимн индук- 
торами являются также такне медленно утилизируемие суб- 
страти, как целлюлоза и целлобиоза (10-кратний эффект) для 
продуцировання целлюлози у Trichoderma viride; декстран н 
днпальмитат изомальтози (1000-кратний эффект) для продуци- 
рования декстранази у Penicillium funiculosum; ксилоза, целло- 
биоза и карбокснметнлцеллюлоза для продуцнровання глюко- 
амилази у различних видов Rhizopus.

Наконец, и такой прием используется в связи с индукцией, 
как непреривная подача субстрата в малой кониентрацни.
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Нредполагают, что нндуктором бносннтеза целлюлаз — фер- 
ментов проммшлснного значення — разлнчними продуцентами 
являетея олигомер глюкозн (напрнмер, софороза). Индуцирую- 
mee действие софорози (2-0-р-0-глюкопиранозил-0-глюкози) 
наблюдали во многнх случаях. В ннзких концеитрациях она 
нндуцирует биосинтез целлюлаз грибом Тг. viride, а при боль- 
ших концентрациях подавляет его. Этот эффект объясняют 
расшеплением софорози с образованисм глюкози и дальнейшей 
репрессней синтеза целлюлаз катаболитом. Сушествеиним фак- 
тором является концеитрация глюкози, образуюшейся в процес- 
се биосинтеза целлюлаз, так как при концснтрации более 
0,01 г/л биосинтез подавляется.

Найдено, что для нскоторих продуцеитов рода Trichoderma 
эффектнвним индуктором синтеза целлюлаз является лактоза, 
действие которой проявляется при достаточно високих концен- 
трациях (2% ). Эффект индукции синтеза целлюлаз у Tr. ligno- 
rum лактозой обусловлен, в частностн, тем, что скорость утилн- 
зации продуктов ее расшепления (глюкози и галактози) пре- 
вишает скорость их образовання, поэтому катаболитная репрес- 
сия не наступает.

Важное значение для сннтеза целлюлаз имеет присутствие 
в питательних средах амннокнслот. При культивировании 
Tr. lignorum наилучшие результати получени, например, при 
введении в питательную среду валнна, глутамнновой и аспара- 
гнновой кнслот. Образование целлюлаз у Tr. viridc стимулиро- 
валн цистеином, цистином, метионином. В пронзводстве фермен- 
тов часто используют не чнстие амннокислоти, а дрожжевие 
экстракти, автолнзати, гндролизати или ферментолизати 
дрожжей.

Добавление в среду поверхностно-активних вешеств (ПАВ) 
также увеличнвает целлюлазную актнвность микробной куль- 
тури. Внесение олеата натрия (0,1%) в среду с целлобиозой 
прнводнт к 100-кратному увелнченню целлюлазной активности 
культури Tr. viride. По-виднмому, ПАВ облегчают доступ цел- 
лобиози к связанной на клеточной мембране глнкозилтрансфе- 
разе, которая обусловлнвает образование индуктора (например, 
софорози). Другим следствнем их действня может бить пови- 
шенне клеточной проницаемостн, в результате чего возрастает 
продуктивность клеток н уровень накопления ферментов.

И все же наиболее сильиий прием интенсификации процес- 
са биосннтеза ферментов как целевих нродуктов — использова- 
нне генетическн дефектного мутанта. В связи с этим далее ми 
рассмотрнм фактори, которис непосредственно влняют на гене- 
тнческий контроль образования ферментов.

Генотипическая оптимизация синтеза ферментов. Штамми, 
которие способни к сверхсинтезу ферментов, можно селекцио-
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Прак|...,|,uuu,d, оилдсисгиуи па генетический аппарат клеток 
тнческое значение имеют следуювдие види мутантов.

М у т а н т и  с к о н с т н т у т и в н н м  с и н т е з о м  ф е Д  
ментов .  Дефектц в репрессивном и операторном генах мог^| 
привестн к тому, что субстратная индукция, типнчная для м н Л  
гил катаболнтиих ферментов, виключается. Иними с.юиамИ 
если мутации регуляторних генов устраняют образовапио ак« 
тивних репрессоров нлн еслн мутации в генах-операторах п Л  
давляют их способность связивать penpeccopu, то бносннтея 
фермента мутантом может протекать без индуктора. К о н стЛ  
тутивние мутанти, продуцируютие ферменти без индуктораШ 
селекционируют в непрерьшной культуре, вирашиваемой в усЯ  
ловиях лнмнта по субстратному ингнбнтору (напрнмер, |)-галак« 
тозндаза у Е. coli прн лнмитируювдих концентрацнях лактози)||

М у т а н т и ,  н е ч у в с т в и т е л ь н и е  к р е п р е с с и и  ко-Я 
н е ч н и м  п р о д у к т о м .  Подавление синтеза ферментов ко-в 
нечним продуктом, проявляютееся прежде всего у анаболнче»! 
скнх ферментов, может «сниматься» благодаря дефектам в ре-1  
гуляторном и операторном генах. Для селекции такнх мутантом 
используют описанний в главе 1 метод антиметаболитов. Про>Р 
теази у многих видов рода Bacillus весьма слабо образуютс* 
в средах, содержавдих смеси аминокислот. Мутанти в таких 
средах продуцируют констнтутивние протеази.

М у т а н т и ,  р е з н с т е н т н и е  к к а т а б о л и т н о й  ре- 
прессин.  Как уже отмечалось, эффекту глюкози подверга^ 
ются многне ферменти катаболитно-индуцируемого тнпа. Этот 
внд регуляции имеет важное значение для синтеза многих фер| 
ментов в промишленном масштабе.

Исключение из пнтательних сред репрессируюшнх нсточнЛ 
ков углерода в значнтельной мере стнмулирует продуцирование! 
ферментов, чувствнтельних к катаболнтному подавлению. По-| 
давляюшее действие можно снять медленним подводом той же| 
глюкози (этот прием ограничивает скорость роста).

Для селекции резистентних к катаболитному подавлепнки
мутантов — продуцентов ферментов широко используют следуКШ 
шие прнеми:

попеременное культивирование ьа глюкозе и лактозе, и с*  
пользованне которих прнводит к катаболитной репрессии. Д е а  
фектние мутанти сннтезируют ферменти для лактози и обгов 
няют в росте нативний штамм; 1

прнмененне в питательной среде в качестве источника азотаИ 
аминокнслот, расшепленне которих приводит к катаболнтноИ 
репрессин (например, глюкозопролнновий arap). В присутствнш 
глюкози нативний штамм не растет (синтез пролиноксндазИ 1  
репресснруется глюкозой, азот нз аминокислоти не утнлизнрУ* |
60

И  Только дефектние мутанти спосоони uuu> n>  -....______
■^tV н таким образом получать азот.
1 °  \\\ ' тантн с и с к у с с т в е н н о й  д о з и р о в к о й  re-
■  Другой путь для повишепня эффективностн синтеза фер- 
" |г*>в — получение мутантов с многочнсленннмн копиямн 
1р\-ктурного гена, кодируюшего синтез соответствуюшего фер- 
С!ц'та." Поскольку увелнчение чнсла копнй конкретного гена

iпо повишает синтез специфического для него фермента,
Ғ  |агельно специально интенсифнцировать процесс накоплення 

Mini генов. Так, прн переносе плаз.мнд, содержаших соответ- 
t  юшие структурнне генн, в культурн реципиентов (Е. coli) 
■ропсходит накопление копий путем автономной реплнкации 
И П К .  Таким способом обеспечивается резкое повншение вихо- 
|да з-галактозидазн, псннциллинази, аспартаттранскарбамнла-
3i,i п целлюлазн.

* *
*

Ile ннзнвает сомнення, что генетнческне манипуляции, по- 
добиме тем, которне оказались возможннми для кншечних бак- 
терий, со временем можно будет прнменять к промншленннм 
мпкроорганизмам, продуцируюшнм ферментн. Хорошими объ- 
ектамн могут счнтаться генн культур родов Bacillus или Zymo- 
monas. В последнее время появилось понятне «инженерия» 
велков. Этот прием еше редко используется н сопряжен с оп- 
pi к.кннммн трудностями, но он весьма перспектнвен, посколь- 
к\ позволяет нзменять структуру ферментов, увеличивать их 
сттбильность н создавать суперпродуцентн.

§ 2.5. Микробиологическое и химико-энзиматическое 
получение органических кислот

Органнческие кислотн в культурах микроорганизмов обра- 
зуются в результате броження нлн неполного окисления суб- 
«Рата. В настояшее время только семь органическнх кислот 

I производится в промишленннх масштабах, причем лимонную, 
^рЮконовую, кетоглюконовую и итаконовую кислотн получают 

I  to.ti.ko микробиологическим путем, молочную н уксусную — хи- 
I  ■нческим и мнкробиологическнм, а яблочную — химнческим и 
| Изим:*тпческим. Все кнслотн, продуцнруемие мнкроорганизма-

I  и> являются промежуточннмн нлн конечннмн продуктами де- 
^ж®-1;1Ц|1н нсточннка углерода. Для анаэробннх бактерий мо- 

ниk" 'Я кнслота — промежуточимй продукт катаболнзма источ- 
( Р * 11 углерода. Кнслотн глюконовая и кетоглюконовая, обра-
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зуемио аэробньши микрооргаинзмами, оказиваются интермЛ 
диатами прямого окислення глюкозн (без фосфорилированиЛ 
в клетках некоторьх аэробних бактернн и грибов. Лимоннаш 
фумаровая н яблочная кнслоти являются интермедиатами пчД 
ла трикарбонових кислот (ЦТК), оеновного пути катаболнзм* 
любого иеточника углерода, имеютегося в клетках большнЛ 
ства аэробних микроорганизмов. Уксусная кислота являетД 
продуктом окнсления этанола.

Лимонная кислота. Биосинтез лнмоннон кислоти осутестм 
ляют с помошью культури Aspergillus niger, специально селеВ  
ционнрованной для получения високнх виходов продуктИ 
Б качестве углеродсодержашего субстрага используют мелассЯ 
которая кроме углеводов, содержнт большой ряд органическИ 
кнслот. Прнменение определенной пнтательной среди с са.чарД 
зон приводнт к меньшему качественному разнообразню кислЛ  
(лнмонная, шавелевая и глюконовая кислоти).

Биохимический механизм образовання лимонной кислотш 
основан на функционированин цнкла трнкарбонових кислоЯ 
(рнс. 2.16). Дегидрирование уксусной кислоти прнводит к о б ! 
разованию двух молекул С0 2 н четирех пар ионов водородая 
В цикле пронсходит также образование НАДН и АТФ. Хотя* 
большннство реакцнй цнкла обратими, основним направлениеЛ 
течения энзиматических реакцнй является образованне шавеле- 1  
воуксусной кислоти через а-кетоглутаровую, янтарную и фума- 1  
ровую кислоти.

Реакцией, лимитнруюшей скорость оборота цикла, является! 
синтез лнмонной кислоти, катализируемий аллостерическнмж 
ферментом цнтратсинтетазой. Источником ацетил-КоА, которий! 
идет на синтез метаболитов цикла, является продукт цикла — I  
лимонная кислота — легко переходяшая в цитоплазму через! 
мембрану. Как правило, из ЦТК на нужди биосинтеза уходит! 
значительное колнчество метаболитов, и для пополнения их1  
фонда н функционирования полного цикла в клетках сушеству- 1  
ют дополнительние возмешаюшие (анаплеротическне) фермен- 1  
тативние механизми, например глиоксилатний шунт (цикл).| 
В  последнем, в отличие от ЦТК, уксусная кнслота расходуется! 
на синтез. Следовательно, первой реакцней ЦТК является кон- 1 
денсацня ацетил-КоА со шавелевоуксусной кислотой, катализи-1 
руемая цитратсинтетазой. Именно активность этого фермента I  
является контролируюшим параметром, определяюшим ско- 1  
рость метаболнческого потока в цикле. Ингибируюшнй эффскт| 
на цитратсннтетазу оказивает НАДН и сукцнннл-КоА. Но oc-l 
новное влиянис на скорость синтеза лимонной кислоти окази-1 
вает поступление субстрата (шавелевоуксусной кнслоти). Так| 
как непреривная «работа» ЦТК требует реокнсления восстанов- 
ленних эквивалентов (нспользуются четире тнпа дегидроге- |
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Р»с. 2.I6. Цикл трикарбоиових кислот (сплошние стрелки) и глиоксилатинй
ш>’нт (пуиктирние стрелки):
{  ~ ' 1итратс,1нтетаза; 2 — аконитаэа; 3 и 4 — изоцитратдегидрогенаэа; 5 — а-кетоглутарат- 
- идрогеназа. 6 — сукцииатдегидрогеяаза; 7 — фумараза; 8 — изоцитратлиаза; 9 — малат- 
с«нтетаза; 10 — малатдегидрогенаэа

Наз), максимальная скорость цикла наблюдается в условиях 
^остаточного доступа кислорода в клеточную снстему (т. е. прн 
*°рошей аэрации).

Процесс брожения с образованием лимонной кислотн проте- 
aL“T прн низких значениях рН. Шавелевая кислота обмчно на- 
аплнвается в тот период, когда рН средм ближе к нейтраль-



зуемие аэробнимн микроорганизмами, оказиваются интермЛ 
днатамн прямого окнслення глюкози (без фосфорнлнрованиЛ 
в клетках некоторих аэробни.х бактерий и грибов. ЛимоннаЛ 
фумаровая и яблочная кнслоти являются интермедиатами ц ц Я  
ла трикарбонових кнслот (ЦТК), основного пути катаболизД 
любого источника углерода, нмеютегося в клетках большим 
ства аэробних микроорганизмов. Уксусная кислота являетД 
продуктом окисления этанола. i

Лимонная кислота. Бносннтез лнмоннон кислоти осушсстц, 
ляют с помошью культури Aspergillus niger, специально селеи 
ционированной для получения високих виходов иродуктИ 
В качестве углеродсодержашего субстрата нспользуют мелассЯ 
которая кроме углеводов, содержнт большой ряд органнческЯ 
кислот. Применение определеннон пнтательной среди с сахарД 
зой приводнт к меньшему качественному разнообразию кисл(Я 
(лимонная, шавелевая и глюконовая кислоти).

Биохнмический механизм образовання лимонной кислотш 
основан на функционированин цикла трнкарбонових кнслсЯ 
(рнс. 2.16). Дегидрирование уксусной кислоти приводит к обЯ 
разованию двух молекул С0 2 и четирех пар ионов водорода* 
В цнкле пронсходнт также образование НАДН и АТФ. Хотя? 
большинство реакций цнкла обратими, основним направлением 
течения энзиматнческих реакцнй является образование шавелен! 
воуксусной кислоти через а-кетоглутаровую, янтарную и фума- 1  
ровую кислоти.

Реакцией, лимитнруюшен скорость оборота цикла, являетсяи 
сннтез лимонной кислоти, катализируемий аллостернческнм S 
ферментом цнтратсинтетазой. Источником ацетил-КоА, которий'1 
ндет на синтез метаболитов цикла, является продукт цикла — | 
лимонная кислота — легко переходяшая в цитоплазму через! 
мембрану. Как правило, из ЦТК на иужди биосинтеза уходит! 
значнтельное колнчество метаболитов, и для пополнення их« 
фонда и функционирования полного цикла в клетках сушеству-Я 
ют дополннтельние возмешаюшие (анаплеротические) фермен-Ш 
тативние механизми, например глиоксилатний шунт (цикл).Я 
В  последнем, в отлнчне от ЦТК, уксусная кнслота расходуется.ш 
на сннтез. Следовательно, первой реакцней ЦТК является кон-Я 
денсацня ацетнл-КоА со шавелевоуксусной кнслотой, катализи-1 
руемая цитратсинтетазой. Именно актнвность этого фермента! 
является контролируюшим параметром, определяюшим ско-Я 
рость метаболнческого потока в цнкле. Ингибируюший эф ф е к т ! 
на цнтратсннтетазу оказивает НАДН и сукцнннл-КоА. Н о ос-Я 
новное влияннс на скорость сннтеза лимонной кислоти окази-Я 
вает поступление субстрата (шавелевоуксусной кнслоти). Т ак*  
как непреривная «работа» ЦТК требует реокисления восстанов- V 
ленних эквивалентов (используются четире типа д е г и д р о ге -  I
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Рнс. 2.16. Цикл трнкарбонових кислот (сплошние стрелки) и глиоксилатни»
шунт (пунктирние стрелки);
 ̂ интратсннтетаза; 2 — аконитаза; 3 и 4 — изоцитратдегидрогеназа; 5 а-кетоглутарат- 

Дегидрогеваза; 6 — сукцинатдегидрогеиаза; 7 — фумараза; 8 — изоцитратлиаза; 9 малат- 
синтетаза; 10 — малатдегидрогеназа

'1аз), макснмальная скорость цикла наблюдается в условиях 
"°статочного доступа кислорода в клеточную систему (т. е. при 
«орошей аэрацин).

Процесс брожения с образованием лимонной кислоти проте- 
^aL'T при низких значениях рН. 1Цавелевая кислота обмчно на- 

пливается в тот период, когда рН среди ближе к нейтраль-
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ному значенню. Это нмеет нееомненние технологические пр£ 
имутества, так как n кнслой среде (рН 3—4) весьма пезнац» 
тельна актнвность ферментов, которие могут синтезировать не! 
желательние побочние продукти, и подавляется посторонпя» 
бактериальная микрофлора.

Условием биосинтеза лимонной кислотм из сахаров гриба. 
ми вида Aspergillus nigcr является лнмитированне их рост* 
микроэлементамн (ионамн железа) нли фосфором. Процесс 
биосинтеза двухфазний, и интенсивний сиитез лимонной кисло- 
ти начннается после перехода культури в стацнонарную фазу 
Виход продукта в ферментацнонном процессе достнгает 8 5 % J|

В последние годи разработани технологическне приеми no- 
лучения лимоиной кислоти при культивировании дрожясХ 
Candida и микромицетов на н-алканах. Прн этом биохимиче- 
ский механизм сиитеэа кнслоти сохраиястся прежним. Нанболь- 
шая актнвность цитратсинтетази обнаружена v Candida lipo- 
lytica по сравнению с другими ферментами ЦТК. Сверхсинтез 
лимонной кислоти в процессе на н-алканах происходит при де- 
фиците азота в среде. В культуре Candida lipolytica одновре- 
менно с лимонной кнслотой происходит иакопление изоли* 
монной.

Уксусная кислота. Мнкробиологическнй сннтез уксуснойкис- 
лоти предусматривает непосредственное окисление этанола 
культурамн рода Acetobacter и другими бактериями. Образова- 
нне уксусной кнслоти происходнт по схеме

ЦАД* Н АД Ф '~Н * Нг 0 ИАД1- Н*ДН*Н*

CHjCH2OH -CHjCHO ■н,гооН 1
алкоголь деғидро- аль detu ддеғидрогенсиа

генаэа

Для непреривного культивирования Acetobacter aceti ис-j 
пользуют питательние среди, содержатие 6— 1 2 % этанола, 
1% бактериального гидролизата, 0,05% КН 2РО 4, 0,1% 
(NH 4) 2H P0 4 и 0,05% M gS04. При увеличении концентрацин 
спнрта от 2 до 8 % концентрация биомасси снижается от 0,7 
до 0,3 г/л. Максимальная удельная активиость непреривнои 
культури А. aceti (количество мнкрограммов субстрата, под- 
вергшегося окислению 1 мг бномасси за 1 мнн) достигаетс* 
к 20 сут культивирования при кониентр.-шии спирга. равНвИ 
7%, н составляет 3,0 ед/мг. При 2%-ной концентрации спирта 
удельная актнвность культури составляет 2,4 ед/мг.

Таким образом, в клетках уксуснокислих бактерий А. acct1' 
находяшихся длнтельное время в контакте с субстратом (cnI1*̂  
том) повишенной концентрацни, происходит активация дегид*



J еназннх снстсм. 4—7% этилового спнрта вмзивают замед- 
u nne размноження бактернй, однако одновременно с этнм ин- 

цируется интсисивний бносинтез фермснтов дегидрогеназного 
' ,мплекса. Повмшснне актнвностн мнкробнмх ферментов под 

[ цствием вмсоких концентрацнй спирта открмвает новме воз- 
ижности для интенсифпкации производственного процесса по- 
чсния уксусной кислотм.
L-яблочная кислота. Хнмическим лутем (гидролизом ангид- 

рида янтарной кнслотм) получают только рацемическую смесь 
и 1меров яблочной кнслотм. L-Изомер, котормй получают мнк- 

('шологическнм способом, пока слишком дорог для проммш- 
ioinioro пронзводства.

В то же время L-яблочную кислоту можно получать фермен- 
| гивнмм нутем нз фумаровой кислотн (по аналогии с получе- 
Iннем L-аспарагнновой кислотм). Только в данном случае фер- 
| мситом служнт фумараза (фумаратгидратаза), продуцентамн 

к о т о р о й  являются бактернн Brcvibacterium ammoniagenes и 
Pscudomonas species. Этот фермент катализирует присоедннение 
молекулм водм к двойной связн кнслотн. При этом используют 
патнвиме клетки продуцеитов (время полуннактнвацнн фумара- 
зм Ti/, 6 сут), клеткн, иммобилизованнне в полиакриламидннй 
гель (tv,— 55 сут) и на каррагинане (т./, около 160 сут). В послед- 
нем случае продуктнвность возрастает.

§ 2.6. Микробиологический синтез витаминов

К внтамннам относят большую группу ннзкомолекулярннх 
(фгаиических соеднненнй различной хнмнческой прнродн, прн- 
сутствуюшнх в организмах в незначительннх колнчествах и яв- 
ляюшнхся компонентами ферментннх систем, каталнзнруюших 
соответствуюшие реакцин. Способность к бносинтезу внтамниов 
nmpoKo распространена среди микроорганизмов. В СССР созд i- 
нн производства кормовнх препаратов: вптамина Вг с нсполь- 
зованнем актнвннх продуцеитов гриба Eremothecium ashbyii и 
рекомбннантнмх бацилл; меднцннского п кормового препаратов 
витамниа В ,2 на основе культивнровання пропиоиовокислнх и 
метановнх бактерий; p-каротнна, продуцнруемого грнбом Bla- 
keslea trispora или каротиногенннми дрожжамн. Предложенм 
полуироммшленнме способн получення дрожжей с повншенннм 
содержаннем эргостернна.

РиГюфлавин. Цнкл нсследований по генетнке и генетнческой 
ннженерин бацилл прнвел к созданию нового бнотехнологнческо- 
Го чроцесса получения рибофлавниа. Этот цнкл включает: 1) иа- 
нравленннн понск спецнфнческнх аналогов рнбофлавнна на базе 
Центрального фрагмента В2— аллоксазина; 2 ) конструированне 

1 азового штамма Bacillus subtilis — продуцента рибофлавнна для
s — 1149 65



последуюшем амплификации (увеличеиие чнсла) оперонов, k o J I  
тролируюшнх синтез витамннов В 2; 3) получение векторних м<)!я 
лекул ДНК, способних стабнльно размножать в клетках баццдД 
фрагменти Д Н К  относнтельно большой молекулярной м ассЛ  
4) определеиие локалнзации структурних генов и промоторов рцЯ 
бофлавинового опероиа; 5) созданне бнотехнологического npoj 
цесса на основе генетнческн модифицированного штамма.

СНгОН Я
(HOCHfj Я  

Cfy

}  Ш
Hj j Лллоксазин

Рибофлавин (в2) ■

Сочетанием методов селекции с аналогамн (наиболее силь-1 
HbiM  антнметаболнтом оказался розеофлавни —  аиалог В 2 при 
замешении одной метильной группи на днметиламнногруппу) м  
клонирования генов рибофлавинного оперона на одной из плаз-Я 
мнд бил создан штамм — продуцент рнбофлавнна, способний 
пронзводить иочти втрое большее количество рибофлавина, чем| 
традицнонний грибной продуцент, за 40 ч ферментации вместаИ 
72—80 ч.

Витамин B|2. В отличие от шнроко распространенних гема Г  
хлорофнлла внтамнн B i2 в природе образуется только мнкроорга* 
низмами (бактериями и актиномнцетами). Молекула B i2 состоит 
из двух частей: порфирнноподобиой (Со2+-содержашей) н иук- 
леотидной. Порфирнионодобная структура является хромофорной 
и включает координациошшй комплекс ноиа Со2+ с лигаидом — 
цианогруппой. Четнре из шести лигандних положений этого ком- 
плекса заняти четирьмя атомамн азота тетрапирролподобной 
корриновой кольцевой снстеми. Нуклеотидное ядро состонт нз 
пуринового осиования, рибози и остатка фосфорной ки сл о ти . 
Осиованием нуклеотида является 5,6-диметнлбензимидазол. На- 
ряду с В ,2 (нли цианкобаламином) могут синтезироваться его 
аналогн: оксн-, хлоро-, сульфатокобаламнни.

Регуляция биосинтеза В |2 у микроорганизмов-иродуцентов
практически мало изучена. Этот внтамин полиостью репрессиру* 
ет сннтез ключевих ферментов. Виделено 14 видов пропионово- 
кислих бактернй прн их развитнн на среде с глюкозой, казеино^ 
вим гидролизатом, неорганическимн солями, витамииами и хлори* 
дом кобальта. Внесенне в среду 5 ,6-диметнлбензнмидазола по.
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'р, виход последнего составляет 5,6—8,7 мг/л. Виход B i2 
г_ . ,о с кукурузним экстрактом и глюкозой прн регулнрова

на

.нчании первой ростовой фази (5— 6 сут) обеспечнвает бист- 
п эффективний (за 18—24 ч) биосннтез витамииа; суммар

■,ь1Д е с кукурузним экстрактом и глюкозон прн регулнровании 
c,i [ около 7,0 может достичь 21—23 мг/л. Методом ступенчатой 
Р 1СКции мутагенизнрованних пропионовокислих бактерий ви- 

Г е1СН мутант Р. shermanii, которий способен продуцировать до 
Kn мг/л ® 12, т' е' на 230% б °льше> чем исходний штамм. Наиболее 
С с0кий виход — 58 мг/л — достигнут в автоматизированном ре- 
Кснмс рН-стата при високоанаэробних условиях.

В большнх количествах витамин В | 2 может бить получен био- 
синтезом с использованием микроорганизмов рода Pseudomonas. 
Согласно опубликованним данним, в результате селекции му- 
тантних штаммов Ps. denitrificans и подбора питательних сред 
(меласса ii сухие дрожжи) виход B i2 за 90 ч вирашивания прн 
29СС, ннтенснвном перемешивании и аэрации составнл 59 мг/л 
(аэрацня способствовала образованию индуктора 5,6-днметил- 
бензнлмндазола).

ғ Сушествуюшие промишленние способи получення витамина 
Bii основани на его микробиологическом сннтезе с примененнем 
Ps. denitrificans (США) и Propionibacterium shermanii (СССР). 
Резерви кобаламнннродуцируюшей актнвности этнх групп мик- 
роорганизмов далеко не исчерпани. В решении проблеми полу- 
чения промишленних витаминов можно отметнть следуюшие на- 
праплення:

1) получение витаминов и коферментов с использованнем 
све|)\цродуцентов и специальних режнмов культивнрования;
I 2 ) полученне внтаминов и коферментов из биомасс мнкроор- 

ганизмов, которие вирашивают в промишленних масштабах 
(хлебопекарние дрожжи, кормовие гидролизние дрожжн, бел- 
ковоиитамннние концентратн);

И! 3) применение микроорганизмов для отдельннх стаднй про- 
Цесса синтеза витаминов.

»  2-7. Попучение экстрацеллюлярнмх полисахаридов

Р  В этом параграфе мн рассмотрнм трансформацию углеводов 
по.тисахарндн под действием мнкробннх ферментов. Полнса- 

Ютри;ш мнкробного пронсхождення, например декстран, не нме- 
g r  сушественного значения для роста н могут рассматрнваться 

»  ьюрнчине метаболитн. Так как декстран образуется в ре- 
5*
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маннозо-6-Ф
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альгинооая к та

Рис. 2.17. Схема синтеза альгииовой кислоти у А. vinelandii:
ГДФ — гуанозиндифосфат; ГТФ —- гуанозинтрифосфат; Ф „ — неорганический фос- 
фат

инвертазой; мономерние единици переводятся в глюкозо-6-фос- 
фат и фруктозо-6 -фосфат соответствуюшимн киназами. Фрукто- 
зо-6 -фосфат включается в бносинтетнческнй путь в такой после 
довательности:

маннозо-6-фосфат — ► маннозо-1-фосфат

I
глюкозоднфосфатмаиноза

I
глюкозодифосфатманнуровая 

кислота



! | [аКапливак>шаяся маннуроновая кислота полимернзуется в 
I  ,аНнуроновую кислоту, которая может далее экскрецировать 
1,0 icTKii н перегруппировиваться в некоторой своей частиV rai кн D-маннуроновой кислоти) в алгнновую кислоту (содер-

• 1И\'Ю уже остатки L -гулюроновой кислотн) под действнем фер- 
^ciira полиманнуроновая кислота-6-5-эинмерази.

• *
•

I  Т о л ь к о  одно перечисленне направлений промишленного ис- 
п о л ьзо ван и я  ксантановой смоли, получаемой прн культнвирова- 
нин микроорганизмов Xanthomonas, указивает на перспектнвное 
зн а м е н и е  биосинтеза экстрацеллюлярних полисахаридов:
Г концентрирование нефтяних разливов на поверхности морей 

и океанов;
Г нитснсификацня нефтедобичи; 
r  отделка и окрашивание текстиля; 
ш осветление техническнх взвесей;
К прнменение в качестве связуюшего для взривчатих вешеств; 

пронзводство конднтерских изделнй (подсластнтели, сгусти-
тели и т. п.).

§ 2.8. Получение углеводного смрья путем биоконверсии 
растительних материалов

Развитие бнотехнологни белкових вешеств и метаболитов тре- 
бует разработки иринципиально нових технологнческнх процес- 
сов биоконверсин растительного сирья. Речь идет о расширении 
сирьевих ресурсов для крупномасштабиого получения аминокис- 
лот, антибиотиков, ферментов, органнческих кислот и других 
Ценних продуктов.

Кислотний гидролнз растительного сирья с использованием 
в качестве катализатора серной кислоти составляет основу дрож- 
жевою п ксилозно-дрожжевого производств в СССР. Виход са- 
харои достигает нрн этом 60%. Недостатками метода являются 
еобходимость использования жестких по давленню, температу- 

и агресснвности среди условий для гидролнза сложной смеси 
B a i;MepOB 1,астнте-1ьн°н  тканн (полнсахарнди, лигннн); образо- 

Ц “ е чродуктов распада, конденсации и окислительной полнме- 
добпо«|И СН11Жак)шнх виход целевого продукта и бнологнческую 
"рова»а'1еСТВенность сахаРов; трудность извлечения концентри- 
фази kUX *)аствоРов сахаров прн високом отношеннн водной 

■р* Древесной (гндромодуль); полученне лигннна в концен-
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трнрованпом виде (исключается возможность его Гшологнческа! 
переработкн). 1

Ключевим звеном в любом гндролнзном процессе являетсЯ 
стадия гндролиза. Средн нанболее перспективних направлениЯ 
ее осушествлепия можно внделить следукмцие: автогндролД 
комбннация автогндролнз — экстракция — взрив; радполиз J  
присутствин С0 2 н без него; предгидролнз в парах С02, телоч! 
ная делигнификация; гидролиз в парах S0 2 или органическн] 
растворнтелей; пнролиз; прямой н непрямой ферментативнц! 
гидролнз. Одновременно интенснвно разрабативают процесси 
«мягкого» предгндролнза лигноцеллюлозннх материалов (с otf 
делением гемнцеллюлозной частн древеснни н виделеннем пеи4 
тоз и пентозанов), ферментатнвной бноконверсии целлюлози ■  
лигнина. Рассмотрнм некоторие из этих процессов.

Так, процесс, основанний на предгндролизе растительногя 
сирья С02, включает диссоциацию С0 2 в парах води при 200°Ci 
на актпвние иони j

C02+H20 —► HC03-+Hj0+,

которие способствуют разриву глюкозидних связей целлюлози.] 
Происходнт ннтенсивний распад гемнцеллюлози и деполимери-  ̂
зацня целлюлози, сопровождаюшиеся отделеннем сильно окисн 
ленного лигнина. Культивнрование микроорганнзмов, обладаю-. 
ших способностью к деструкции целлюлози, на таком субстраге 
приводнт к бистрому накоплению бномасси и високоэффективЯ 
ной деградацнн целлюлози в глюкозу (до 80%). Этот процеса 
может бить использован для фракционирования древесного! 
сирья на следуюшне компоненти: жндкую часть, почти пол- 
ностью состояшую нз ксилози с прнмесями арабинози, маннози, | 
галактози н глюкози, и волокнистую, представленную а-целлю-| 
лозой и лигнином.

Прн совмешеннн радполнза с предгидролнзом древесини ди-j 
оксндом углерода целлюлоза распадается на целобнозу и глю-1  
козу. Такой эффект объясняют действнем образуюшегося при| 
радиолизе С0 2 атомарного кнслорода:

С02 — ► С+0-}-0 (нлн СО+О).

Очень блнзким к промишленной реалнзации в СССР счнтают 
проект п а ров ог о  в з р и в а ,  которий может бить осушествлен 
н трн стадии: 1) автогидролиз (термолиз); 2 ) взрив — дефибрил- 
ляцня целлюлози; 3) экстракция растворимой части продуктов! 
с получением нерастворнмого остатка целлюлози. Лнгннн полу-' 
чают в внде раствора в водном спирте нлн в шелочи. П о л у ч а е м и е  
субстрати високочувствнтельни к ферментативному разложению. 
По техническнм параметрам процесс близок к високотемпера-
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_ 1,10му гидролизу. Это еше раз подтверждает, что вибор усло- 
т ' | . ведения i i o b u x  проце сс ов  гидролиза (или предгидро- 
в i) сосредоточеи на экстремальних режимах, требуюаднх но- 
| o l'o  о б о ру д о ва  ния.
r фермеитатнвное расшепленне компонентов древеснни в при- 

ie требует участия ассоциаций микроорганнзмов и протекает 
Крменно. Лимитируюадие фактори процесса: кристаллнческач 
ст'л ктура бноиолимеров; компактность их структури, ограничн- 
Ькниая поверхность, которая атакуется ферментамн; налнчие 
Iju  niiiia; високая молекулярная масса полисахаридов. В приро- 
де зстречаются микроорганнзми, которие обладают всемн основ- 
jibjMii ферментативнимн системами расшеиления и утилизации 
полимеров растнтельной ткани. Среди них особое место занима- 
ioT базндиомицети Sporotrichium pulverulentum. В цикл деструк- 
цип п утилизацни целлюлози и лигнина вовлекаются более деся- 
tii ферментов. Средн нромежуточних продуктов распада можно 
■азвать целлобнозу, глюкозу, целлобионовую кислоту, феноль- 
Hui' соединения, Н20 2.
[ Достаточно подробно изучени целлюлазние комплекси дру- 

ги.х микроорганнзмов, в первую очередь мнкромицетов рода Tri- 
choderma. Так, целлюлазний комплекс Tr. reesei состоит нз сле- 
дуюших ферментов: 1,4-р-0-глюканцеллобиогидролази, которая 
отшепляет целлобиозние еднници с невосстановленного конца 
целлюлози; эндо-1,4-р-0-глюканази, расшепляюшсй внутренние 
свя iii в целлюлозних цепях; 1,4-р-0-глюкозндази, отшепляюшей 
глюкозние остатки от невосстановленного конца целлоолнгоса- 
харндов. Комплекс ферментов действует согласованно, катали- 
зируя образование олигосахарндов, целлобиози и глюкози, а ко- 
нечиим иродуктом распада является глюкоза. Первнчная атака 
целлюло.ш осушествляется по аморфним зонам цепей, а затем 
по мере разрнхлення кристаллнческой структури волокон фер- 
ментн диффундируют в этн участки. В связи с этнм нндекс кри- 
сталличностн целлюлозосодержашего материала определяет ско- 
Рость ферментативного гндролиза целлюлозн. Не случайнн по- 
этому поискн методов предгндролнза, даюшего високий внход 
аморфной целлюлозн. В этом случае степень деструкцни геми- 
целлюлози н целлюлозн препаратами Tr. reesei и Asp. niger со- 
ставляет 80—95%. 
g, Прн решенин проблемн ферментативного гндролиза компо- 
■ентов древесннн не менее важен вопрос о стонмостн фермент- 
У *х "репаратов. Основнне иути снижения их стонмостн — селек- 
JJ*151 н1таммов-суперпродуцентов или конструированне таких 
нам м ов методами генетической ннженерии.

в  иачестве доноров генов целлюлаз нспользуют бактернн ро- 
chod llul° monas’ Pseudomonas, Clostridium и грибов рода Tri- 
PaeriTia (Tr. viride, Тг. reesei); в качестве реципиента — бакте-
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рии Е. coli и дрожжи S. cerevisiae. С прнмененнем векторЯ 
может бить достигнута продуктивность штаммов по фсрмсцтаЯ 
целлюлазиого комплекса, составляюшая 15—25% от бномасгЯ 
трансформированннх мнкроорганнзмов, нлн удельная актнвносЯ 
по субстрату, составляюшая не менее 50% от таковой для л у ч ш Я  
традицнонних грибних продуцентов целлюлаз. Учнтивая б о л Я  
високие скорости роста генетически модпфицированни.х бактерЯ 
и дрожжей по сравненню с грнбамн нетрудно представить 
фект разработок но конструнрованию продуцентов с иаборош 
целлюлазнмх генов. Он может прнвестн к созданню совершенм 
нови.х, менее энергоемкн.х процессов гндролиза растительногш 
сирья и полученню в дальненшем нових белкови.х н биологичесД 
активних препаратов.

Комплексная переработка растнтельного сирья нмеет исклю! 
чительное значенне для бноте.хнологин и в экономическом пл)В 
не, так как создает условня для ее совмешения с технологическЛ 
ми производствамн н создания е д и н и х  х и м и к о - б и о т е к !  
н и ч ес кн х  ко мп ле кс ов .  Примерами таких комнлексов мо4  
гут бить пронзводство кормових дрожжей н параллельно новьш 
типов полнмеров на основе производних фурфурола, полученим 
сирья для химическон промишленности методами ферментацин* 
и микробиологнческой конверснн (этанол, уксусная кислота),! 
производство этнлена, этилацетата н этиленгликоля, других моЯ 
номеров для пластмасс и синтетических каучуков н т. п. П р я  
этом основние те.хнологнческие этани переработки растительного! 
сирья будут осушествляться с помошью ферментацнн путем hcJ 
пользования для этих целей большого набора микроорганизмовД 
иапример S. cerevisiae и Z. mobilis на глюкозе (этанол), Clostrij 
dium thermocelltim на глюкозе (этанол, уксусная кислота), K luyl 
veromyces lactis на кснлозе (этанол), Cl. acetobutylicum на глкш 
козе, кснлозе, арабинозе (изопропанол, ацетон, бутанол), Asperl 
gillus niger на глюкозе (лимонная кислота), Bacillus polymyxaj 
на глюкозе (2,3-бутандиол), Brevibacterium flavuin на глюкозв 
и ксилозе (лизин и другие амннокислоти) и т. д. I

КОНТРОЛЬНЬ1Е ВОПРОСЬ! I
1. Можно ли виделить специфические семеАства аминокнслот в обтеН 

схеме их бносннтеза? V
2. Какне путн в биосинтезе лизнна должнн бить блокнровани, чтобм пои 

лучить ауксотроф — сверхпродуцент лнзнна? I
3. Чем объясняется стимулнруюшая роль гомосернна прн добавленни егв 

в культуру сверхпродуцента лизина? j
4. Можно ли рассматривать преврашенне экзогенно введенного npcfl 

шествснннка в растушей мнкробной культуре как ero биотрансформацию?^Н
5. Какие реакцин лежат в основе ферментативной конверсни с у б с т р а К в  

в амннокнслоти? 1
6. Что обшего имеется в хнмико-энзиматическнх сннтезах лизнна, аспарв 

гиновой кислоти, триптофаиа, феиилаланина н цнстенна? Я
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- Ца каком принципе основаио разделение рацемических смесей произ- 
■  ' JX аминокислот?

цеМ визвана двухфазность процесса образоваиня антнбнотиков?
I   Цмеется лн субстратная специфнчность штамма-продуцента антибиоти-

■ p w i i x  вешеств?
10 Будут лн добавкн лнзина уменьшать биосннтетнческую актнвность 

В  мма-продуцента бензнлпеннциллина?
0,1 11 Можно ли смешать по координате «время» границу между ростовой 
L  oji „ биосннтетической фазой в процессе получения антибиотика?

|2. Какие реакцни с участием 6-аминопснициллановой кислоти приводят 
Ж . , "чснию синтетических антибиотиков?
к i i  При каких физнко-химнческих параметрах средн реализуется гидро- 
■йтцчсекая и синтетическая роль пенициллинацилази?

14. Что имеется в виду под фенотипической оптнмнзацией синтеза фермен- 
E L  как целевих продуктов? Можете ли ви привести другие примери такой
0пт имизации?
гт  15. Какие воздеиствия генетического характера могут привести к сверх- 
-род .цнроваиню ферментов как целевих продуктов?
р  16 Какова ключевая стадия биосннтеза лнмониой кислоти иа базе функ- 
ционнрования ЦТК?

17. Как может влиять концентрация этанола иа культивированне бакте- 
рий — продуцентов уксусной кнслоти?

18. К какому типу относнтся ферментативная реакция образования яб- 
лочной кислоти из фумаровой кислотн?

19. Какие види микроорганнзмов используют для получення витамннов 
В,. В,2?

20. Различаются ли структура и пути биосинтеза гомополисахаридов от 
такових для гетерополисахаридов?

■ 21. В чем особенности химнческого и ферментатнвиого расшепления ком- 
понеитов растнтельиого сирья? Какие стадии включает схема гидролиза цел- 
лю.юзи под действнем мультнферментиого комплекса?

Г л а в а  3. УТИЛИЗАЦИЯ СУБСТРАТОВ КЛЕТКАМИ КАК ОСНОВА 
УПРАВЛЕНИЯ ПРОЦЕССАМИ БИОСИНТЕЗА

I? В этой главе будут рассмотрени пути утилизацни наиболее 
важиих субстратов, используемих при крупнотоннажном биотех- 
нологнческом получении белка одноклеточних, что позволит ре- 
гулировать полноту процесса и совершенствовать ero техннко-эко- 
номические показатели. Пмеюшиеся в страие pecypcu н-алканов 
несмогут обеспечнть необходнмий объем производства кормових 
препаратов. Перспективнимн видамн сирья могут бить метило- 

и ^тиловий спирти, природний газ и водород.

I  3.1. Метаболизм н-алканов

моаи#аче11Ие Углеводородов как субстратов связано еше с воз- 
орг» ° СТЬЮ эко|,омичпого использования продуцируемих мнкро- 
Мецтп"ЗМамн метаболнтов, растуших на висшнх н-алканах: фер- 
орган ! -глсводов- пуклеинових кнслот, липидов, амннокислот, 
^^^чческих кнслот, витаминов, коферментов, антибнотиков.
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■
С бнохнмической точки зрения эти метаболнтм делят на 
группи. Первая группа включает продукти, не отличаюшпеся^В 
продуктов мнкробиологнческого синтеза, получасммх на углевШ 
дах (табл. 3.1). Промишленное значение имеют лнзнн и г л у Я  
миновая кнслота. |

Алкановне субстрати составляют гндрофобное окруженД 
клеток, которое предпочтительно для продуцирования водоЯ  
растворнмих вешеств. Они составляют вторую группу, синтеаВ 
руются как в углеводннх, так и в углеводородних средах, одцЯ 
ко их продуцирование заметно уснлнвается при ассимиляции ал* 
канов. Наконец, третья группа включает метаболнти, которц! 
имеют строение, жестко связанное со структурой алкаиовш 
субстратов; образуются только в углеводородной среде.

Для роста микроорганнзмов обично не нспользуются низшн 
гомологн парафннових углеводородов, которие являются жидкД 
стями при 20 °С (от н-пентана до н-октана). Это связано с нх 
способностью растворять клеточние мембрани нлн мембраносвя- 
занние белкн, особенно те, от которих зависит транспорт н окиЗ 
ление парафинових субстратов. В связн с этим применение ал«

3.1. Продуктм биосинтеза, обшие для углеводннх 
и N-алкановмх субстратов

Нанменованис Продукти бносинтеэа

АМИНОКИСЛОТЬ!

Органические кислоти 

Углеводи

Нуклеиновие кнслоть), 
нуклеотнди, нуклеознди 
Витамнни и коферменти

Антнбнотнкн
Ферменти

Продуктн, связаннне с 
метаболическнми особен- 
ностямн асснмнляции ал- 
канов

Метиллимонная кислота 
Жирнне кнслотн, жир- 
ине моноалкенн и т. п.

П е р в а я  г р у п п а
Глутаминовая, лнзин, N-ацетнллизнн, треонин, t l l  
лин, гомосерии, фенилаланин, тнрознн и т. n. 1 1 
а-Кетоглутаровая. лимонная, фумаровая, малеяч 
новая, янтарная, глицериновая и др.
Трегалоза, арабитол, эритритол, маннитол, поЛЯн 
сахаридн и т. п.
Аденозннмонофосфат, цАМФ, ннозин, ДНК, Р Н И  
и др. I
Витамнн В6, пиридоксаль-5'-фосфат, внтамнн B d
И пр. Г
Пиоцианин, цефалоспоринн, бревимицин и т. п .1  
Липазн, протсазн, оксндазн D-амннокнслот и ДР-1

В т о р а я г р у п п а
Трегалозолипндн, рамнолипидн. липопротеяяН 
лнпополнсахаридн; рибофлавнн, коФерменту Я  
эргостерол, каротинондн; каталаза, глнцерофвИ 
фатдегидрогеназа и пр.

Т р е т ь я  г р у п п а
Метнлизолнмонная кнслота н т. п. |
ш-Амннокислотн, жпрнне спиртн, алкандегиДРЯ
геназн 1



р а с п р е д е л е н и е  н-алканов no фракциям (%  no массе)

н.длкан
Типичний «короси 

ноаиА» ряд
Типичний ряд неф- 
ТЯНblX днстиллятов

Фракция из воскових (пара- 
фннових) «погонов» нгфти

Сюс„
Си
C,J
С|4
Сцс„
Cir
Сцс„c»
CtiСи
Си

6
39
42
13

Следи

Следм
>
4

28
29
22
12
4
1

Следи»
1
2
3 
5 
8 

14 
21 
19 
13 
9
4

Следн

канов ограничнвают диапазоном углеводородов (С9—С|8). Чистне 
жмдкие н-алканн не пронзводят в промншленном масштабе, но 
их смесн прнсутствуют в больших количествах в нефтяних ди- 
стнллятах, которне содержат 10—30% парафинов Cu—С |8 
(табл. 3.2), во фракциях н-алканов, экстрагированннх из керо- 
сина (Сю—C|3) , или в восковнх остатках перегонки нефти 
(Cl !—С 22).

Наилучшие результатн по получению биомассн дрожжей по- 
казалн внсокоочишеннне жндкие парафннн Сн—Cie (из фрак- 
цпи нефтяннх дистиллятов) и Сц—Ci3 (из фракции керосина). 
Биотехнологический процесс в этом случае характеризуется поч- 
ти 100%-нон конверсией по снрью, минимальннм уровнем оста- 
точннх углеводородов.

Потребление и транспорт н-алканов. При утилизацин углево- 
Дородов дрожжамн характернн следуюшие особенности.

1. Алнфатические соединення ассимилируются штаммами 
Дрожжей многнх родов намного бнстрее, чем ароматические со- 
едннення. С другой сторонн, ароматические соединения, обнчно 
■рисутствуюшие как примеси в углеводородном снрье, токсичнн 
Д-1я алканутилизируюших дрожжей, поэтому снрье должио под- 
aepi аться очнстке от ароматических соединений.

- Дрожжи деградируют длиннне цепи углеводорода преиму- 
ВДественно в короткие цепи, хотя при этом проявляют определен- 
■Ую субстратную спецнфичность в отношении к длнне цепи.

Е  3. Многие дрожжн способнн утилизировать 1-алкенн как ис- 
очнлк углерода, но внход биомассн при этом обнчно много 
'«ньше, чем внход биомассн при использовании соответствуюше- 

 ̂ алкана.



4. Углеводороди изостроения деградируются дрожжами л н Д  
тогда, когда имеют линейную цепь достаточнон длшш. <

Асснмнляцня алканов эукариотическнми мнкроорганизмач! 
проходнт ряд стадий: 1) поглошенис алканов клеткой; 2 ) о к м  
ление алканов в соответствуюшие жирние кнслоти; 3) актнвацД 
жирннх кнслот в форму нх КоА-эфнров; 4) последовательнЛ 
метаболнзм ацнл-КоА — деградация в ацетил-КоА (синтез к Л  
точной масси) или включенне частн ацил-КоА в клеточние л З  
пиди (бносинтез лнпидов); 5) использованне ацетнл-КоА в ЦТШ 
через глиоксилатний шунт; 6 ) синтез С6-углеродних соединенив 
нз шавелевоуксусной кислоти (глюкогенез); 7) бносинтез кош 
понентов клеточних структур, включая клеточние аминокислотЛ 
жнрние кислоти и т. д. ?

Заметнм, что первие две стадии — наиболее специфичние-■ 
микробной утилизации алканов. Третья, четвертая н пятая стая 
дни — обвдне для метаболизма жирних кислот, а шестая стЛ  
дня — обшая для такнх предшественннков углеводов, как этаноЛ 
и уксусная кнслота. Седьмая стадия является универсальной для 
разнообразних источников углерода. • ]

Итак, первая ступень ассимиляции н-алканов микроорганизЛ 
мами — поглошенне экзогенних н-алканов клетками и далее—j 
транспорт в крупние мембрани и органелли, где н-алкани на<| 
чинают окнсляться. Поскольку н-алкани, как правнло, малорас<1 
творими в воде, то средства, нспользуемие для интенсификацни, 
транспорта молекул этих субстратов в клетку, представляютпрак*] 
тическое значенне в ростових процессах, основанних на углево-1 
дородах.

В механизме образования эмульсий водонерастворимих н-ал- 
канов виделяют образование макроэмульснй, которие создаются] 
вследствие механического перемешивания частиц, и микроэмуль* 
сий, которие образуются, вероятнее всего, с участием метаболи» 
тов, продуцнруемих микроорганизмами. Макроэмульсня содер-] 
жит капли размером 1 — 100 мкм; микроэмульсия состоит из вн-  ̂
сокодисперсних частнц диаметром 0,01—0,5 мкм и создается на 1 
поверхности раздела жидкость — жидкость в присутствии прн-1  
родних эмульснфицируюших агентов.

Способность н-алканутилизируюших клеток продуцировать<| 
эмульсифнцнруюшие поверхностно-актнвние вешества в клеточ- j 
ной стенке и крупних мембранах — одна из определяюших ха-. 
рактернстик ассимиляции углеводородов. Установлено, что липо-1 
полисахариди, виделеннне из клеточннх стенок н-алканутилизн- ,j 
руюших микроорганизмов, играют важную роль в процессе по-| 
ступлення углеводородов. Идентнфнцирован маниан, содержаший! 
около 4% ковалентносвязанних жирннх кислот.

Микроскопическне исследования показали, что контакт меж*1 
ду клеткамн и углеводородннми каплями является необходимнМ  |



■ цитрительним услоаием для роста; клеткн обрамлени капля- 
v лсводородов. Утолтенние клеточнне стенки имеют вирости 
м ,цпзаHbi хорошо развитой сетью каналов в пернплазматиче-
11 . пространство. Именно с этими образоваинями связнвают 
СЬ, шспорт н-алканов в клетку. Первоначально углеводородн сор- 

ются в наружном полнсахаридном слое клеточной стенки 
E j ,  растворяются в лнпидах. Актлвному поглошенню способст- 

также протекание метаболических реакций, которне сдви- 
Ец<)Г сорбционное равновесие и создают сорбционннй потенциал, 
дксСпечиваюший непрернвность поступлення н-алканов в клетки. 
Г  \\стаболитн — поверхностио-активнне вешества — облегчают 
-q побплизацню молекул алкаиов (гидрофобное взаимодействие 

&бслкамн или липидами) и помогают их прохождению через 
«яеточную мембрану в мембранн клеточинх органелл для окои- 
чатсльного окисления.

Начальное окисление молекул н-алканов. Может протекать 
no трем направлениям: I) окисление н-алканов монооксигеназой 
(или оксндазой смешанной функции); 2 ) гидропероксидацня н- 
алканов; 3) дегидрнрование н-алканов в соответствуюшие ал- 
Внн.
I Нанболее хорошо известная монооксигеназная система со сме- 

шанной функцией окислення— без участня цитохрома Р450 — 
бьла найдена в бесклеточннх экстрактах бактернй Pseudomonas 
oleovorans. Она содержала рубредоксин, НАДН-рубредоксннре- 
дукгазу н алкан-1-гидролазу (рнс. 3.1). Линейнне алканн, нме- 
юшис близкую к планарнон конфигурацню, легко включаются в 
актшпшй центр алкан-1-гидролазн.
■ Дрожжи Candida tropicalis содержат другую снстему окис- 

ления со смешанной функцней, содержашую цитохром Р450, 
НАДФЦ-ццтохром Р450-редуктазу и фосфолнпидную фракцню 
(рис. 3.2). Образование Р450 в С. tropicalis нндуцируется длин- 
■оцепннми алканами, вторичннми спиртами н кетонамн. Концен- 
трация цнтохрома Р450 увеличивается пропорцнонально с нз- 
иенением удельной скоростн расхода н-гексадекана, особенно

11 3.1. Схема окнсления н-алкана без участня цитохрома Р450



когда клетки культивируются в режиме лимита ио кислороД 
Следовательио, и цитохром Р450 (вместе с редуктазой) вклюцЦ 
ется в стадию утилизации н-алкаиа (его окислеиие). 'u

Следуювдий гипотетический ме\аиизм микробиого окисленц| 
н-алкаиов включает образованис алкилгидроперекисей из СД  
бодннх радикалов и нх восстамовлеиие в первичние и вторичнЗ 
спирти (рис. 3.3). Неясио, однако, какие реакции прнводят к ofi. 
разоваиию свободних радикалов; кроме того, отсутствуют прц. 
мие доказательства образовання гидропероксидов алканов. 1

Наконец, обнаружена система дегидрирования алканов в aju 
кени в дрожжах С. nigosa н бактериях Pseudoinonas aeroginosa* 
по наличню 1-алкенов в реакцнонних смесях н-алканов, по инпй. 
бированию основного фермента — НАД+-зависимой дегидрогена. 
зи меркаптоэтанолом. Предложена разветвленная цепь преврЖ 
шения алкенов (рис. 3.4) через их эпоксидирование и гндрат». 
цню. Однако и этот механизм не получил еше надежних биохц- 
мических доказательств.

Дрожжн окнсляют углеводороди с помошью индуцибельнвд 
ферментов. Это подтверждается опитами по включению меченогб 
Cu в биомассу дрожжей, ннкубируемнх на 1-С14-октадекане. Прц- 
топласти дрожжей способпн окислять нндивидуальнне парафнв 
с интенснвностью, равной интенсивности окисления нх целимШ 
клетками. Этот факт указнвает на то, что ферментная системв 
ответственная за окисление н-алкаиов, находится в эндоплазм» 
тическом ретикулуме. Замечено также, что при утилнзации дрож* 
жевнми клетками н-алканов более чем в 2 раза больше потре(5- 
ляется кнслорода и внделяется теплотн, чем в условиях потреш 
ления глюкозн.

Можно заключить, что из всех рассмотренннх систем перви|й 
ного окисления н-алканов наиболее предпочтительной являетв  
система окисления (поскольку функционнрует в аэробннх усло- 
виях), включаюшая либо цитохром Р450, либо рубредоксин. I

Метаболические пути окисления. Сушествует два основннх 
иути: 1) окнсленне концевнх метильннх групп (терминально|Я 
2) окисление р-метиленовнх групп (субтерминальное). В наиболвв 
часто встречаютемся первом случае окисляются одна или одй4В 
временно обе концевне метнльнне группн (моно- и днтерминалЛ 
ное окисление). Внсшие первнчние спиртн, образовавшнеся й« 
алканов при терминальном окисленнн в микросомах, о к н с л яю тя  
ся далее в жирнне кнслотн через соответствуюшне альдегид»в 
Эти реакцнн катализируют НАД-завнснмне алкогольдегидрогв 
назн и альдегнддегидрогеназн, специфичнне к длинноцепнь>Ш 
субстратам (табл. 3.3). Оба фермента нндуцируются алканамв 
длинноцепннми спиртами и альдегидамн. Вторнчние жнрнИЧ 
спиртн, образовавшиеся при субтермннальном окисленнн исхоЯ  
ного н-алкана, трансформируются в кетони, которне, о т ш е п л я в



Н; О + ROH

• -  НАДФН-цитохром Р450-редуктаза

Р*с V2 Схема окислення алкана с участием цнтохрома Р450

B - C H j- C H , (H R  Н)

Рио. 3.3. Схема обра 
зования гидропереки 
сей с участнем свобод 
иорадикальиих npo 
межмочних продук 
тов

но 
I

R—СН—CHj

восстановление 
бактеринми или 

грибами

R-CHj -CHj OH

**СН. -СН., ■y r  R-CH=CH2

Г  НАДН + Н* HjO ^ R - C H ; -CH: OH

/ ° \  
r - c h - c h 2 ■ ----- ► R-CH—CH;OH

н‘ °  j>H

НАД’- НАДНН

Pl,c- 3.4. Схема метаболнзма я-алканов, вмючаюшая стадии дегндрнровання 
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3.3. Субстратная специфичность растворнмой алкогольдегндрогенази 
из С. tropicalis'

Субстрат
Относитель- 
ная актив-
ность, % Субстрат относитеЛ"'1Я актмЯ

"ость.

Этанол 0 1-Нонанол 75 ]
н-Пропанол 0 1-Деканол 100 I
и-Бутанол 3 1-Ундеканол 85 ]
1-Гексанол 25 1-Додеканол 120 1
1-Гептанол 40 1-Тридеканол 90 ]
1-Октанол 70 1-Тетрадеканол 90 1

1 Лктнвность в отношеннн 1-деканола принята за 100%.

3.4. Субстратная специфнчность ацил-КоА-оксидази из С. Iropicalis'

Субстрат Относнтельная 
активность, % Субстрат Otim. мн льиа» ■  

активность. % Л

Бутирнл-КоА 4 Мурнстоил-КоА 50
Гексаиоил-КоА 2 Пальмитоил-КоА 37
Октанонл-КоА 16 Стеаронл-КоА 17
Деканонл-КоА 97 Оленнил-КоА 64
Лауронл-КоА 100 Орахндоил-КоА 7

' Лктнвность в отношсннн ллуронл KoA прннята за 100%. V

одну молекулу уксусной кнслоти, преврашаются в первичнин 
жнрние синрти, содержатне на два углеродних атома меньше. 
Замечено, что в дрожжевих клетках, культивнруемм\ m ; i н-алкЯ 
иах, появляются специфические органелли-пероксисоми. в котоВ 
pux п локализовани алкогольдегндрогенази и альдегиддегид|^И 
генази. Развнтие перокснсом коррелнрует с нозрастаниеш 
каталазнои активности и скорости ассимиляции алканов илм 
жирних кислот, что указивает на участне этнх органелл и к а т Л  
лази в метаболизме алкана илн жирной кнслоти. i

Для дальнейшего метаболнзма жнрние кислотн должнн бнтШ 
активнровани в соотвстствуюшие КоА-эфнри. Обнаружено ^ Н  
олеатутилизируюших С. lipolytica прнсутствие двух ацил-Ко^Н 
синтетаз (I н I I), различаюшихся субклеточнон локалпзацивИ 
(I — в мнкросомах и мнтохондриях, II — в перокснсомах), кон- 
тролнруемими механизмамп и метаболнческнми функцнями. В ^ Н  
делен мутант С. lipohtica, когорнй нс растет на глюкозе в 
сутствнн церуленнна, антнлнпогенного антибпотика, даже когЛИ 
в среду добавлени жирнне кислоти. Очевндно, это связано с д Н  
фицитом ацил-КоА-сннтетази-1, каталнзируюшей включен^Н 
экзогенннх жнрннх кислот в клеточине липидн (без деградацЧД 
илн ири удлинении цепн ацил-КоА за счет ацетил-КоА). СнНЧИ 
таза I является конститутивннм ферментом п не завнснт от ф° ^ 1  
фатидилхолина; сннтетаза II индуцируется олеиновон кислото^И
82
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Рнс. 3.5. Путь включения жнрних кислот в лнпи- 
ди у С. lipolytica

зависит от фосфатидилхолина н имеет более шнрокую субстрат- 
ную сиецифичность, чем синтетаза I. Все это указьшает на то, 
что именио сннтетаза II ответственна за накопление ацил-КоА, 
которий путем р-окислительной трансформации отвдепляет аце- 
ти.'1-Iv’ \ (рис. 3.5).

Пероксисоми, внделеннме из алканрастуших дрожжей Can- 
dida lipolytica, показивают пальмитат-КоА- и АТФ-завнснмую 
активность в отношеннн восстановления НАД, образования аце- 
тил-КоА и поглошения 0 2. Система р-окислительной трансфор- 
мации. локалнзованная исключительно в пероксисомах, включа- 
ет ферменти окисления ацил-КоА в еноил-КоА (ФАД-содержа- 
ший фермеит) и сопряженного с ннм потребления Ог н образо- 
вании Н20 2 (рис. 3 .6 ).

И табл. 3.4 видно, что наиболее эффективннм субстратом 
Д-тя такого окнсления является лауронл-КоА.

Вольшая доля жнрних кислот деградирует путем р-окисли- 
тельной трансформации в ацетил-КоА (из алканов с четним чис- 
лом (.-атомов углерода). Полагают, что в случае с дрожжами, 
рэстутнми n среде, содержашей н-алкани, важную роль в био- 
рнтеи' компонентов клеточних структур играет глиоксилатний 
■ P j  UTK (см. рис. 2.16). В алканутилизируюшнх дрожжах об- 
РРУЖена более високая активность ключевих ферментов глио- 
^РЯзиюго шунта — изоцитратлиази н малатсинтетази (по срав- 
„ * К) с «глюкозним» варнантом). Когда уровень активносгн 
цНт?ИтРатлнази висок, уровень активности НАД-зависимой нзо- 
q j1’ 11 легндрогенази оказивается более низким в алканрастуших 
оз„а° р1Са,‘ 5 в сравнении с глюкозорастушнми клеткамн. Это 
во 8пПСт’ мто глиоксилатний шунт, регенернруюшнй ацетил-КоА 

в емя окислеиия алканов, действнтельно является доминиру-
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Рис. 3.6. р-Окислнтельная трансформация KoA- 
эфиров жирних кнслот в пероксисомах дрожжей 
с участием АКО — ацнл-КоА-оксндазн

юшим в метаболизме алканутилизируювдих клеток (в сравненнн 
с полнмм ЦТК). Благодаря функционированию шунта и вслев 
ствие активности пируватдегидрогеназного ферментного ком% 
лекса пировииоградная кнслота и фосфоенолпируват в качест* 
интермедиатов не образуются (в отличие от «глюкозних* клетон 
дрожжеи) и почтн весь углерод субстрата при окислении н-алк» 
нов превравдается в ацетил-КоА. Именно поэтому виход биомас- 
cu от субстрата для алканутилизируюших дрожжей составляв* 
0,98— 1,02.

Субклеточное фракцноннрованне алканрастувдих дрожжеи 
С. tropicalis показало, что из ферментов, относяшихся к глиоксЯ! 
латному циклу, только изоцитратлиаза и малатсинтетаза явли 
ются перокснсомальннми ферментами. Цитратсинтетаза, аконйт 
таза, малатдегндрогеназа, которие являются типичиими ДЛ* 
ЦТК, локализовани в митохондриях. Этн факти укази ваю т, чти 
перокснсоми должни коопернроваться с митохондриями в мета* 
болнзме алкаиов. Найдено, что в С. tropicalis и С. lipolytica auei 
тил-КоА, необходимий для сннтеза лимониой кнслоти, моЖ®| 
«переноситься» нз пероксисом в мнтохондрнн с помошью карНЧ^ 
тннацетилтрансферази. Рис. 3.7 нллюстрнрует виявленние ФУН1*
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Рис 3.7. Механнзм ассимнляцин н-алканов в мнкротельцах дрожжевих клеток: 
I — цитохром Р450; 2 — НАДФН-цитохром-Р450-редуктаэа; 3 — алкогольдегидрогеназа; 
4 — .!Льде1 иддсгидрогеназа; 5 — ацил-КоАснитетаэа; 6 — каталаза; 7 — система 0-окисли- 
тельноП трансформацин жирних кислот; S — изоцитратлиаза; 9 — малатсинтетаза; 10 — 
НАДФ зависимая изоцитратдегидрогеназа; I I  — малатдегидрогеиаза; 12 — цнтратсинтета- 
за: /1 — аконитаза; 14— НАД-зависимая изоцитратдегидрогеназа; 15 — кариитинацетил- 
Транфсраза; /б — НАД-эависимая глицеро-3-фосфатдегидрогеназа; /7 — ФАД-зависимая 
глншро 3 фосфатдегидрогеиаза; 18 — глицерофосфатацнлтраисфераза

вин ммкросом, митохондрий и пероксисом в дрожжах, утилизи- 
Рукцдих н-алкани. На ero основе можно легко понять метаболи- 
ческое значение пероксисом дрожжей в ассимиляции алканов
plll жнрних кнслот.

' ун^ествует корреляцня между видом микроорганизма и ви- 
Р°Ром им нндпвидуального путн начального окисления н-алкаиов. 
■ Д л я  бак те ри й :  нз огромного чнсла бактерий, большей 
pac;i>io грамотрицательние палочки и кокки, Actinomyces и их 
i Р^нзводние используют монотерминальний путь, некоторие из
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них продуцируют алкени. Смешанние культури родов Bacillus 
и Streptomyces синтезируют продуктн субтерминальннм путем.

Д ля  д р о ж ж е й :  предпочнтают использовать преимувдест- 
венно мопотерминальннй путь окисления и лишь частично днтер- 
мииальннй. Структура жирннх кислот и чнсло углеродннх ато-: 
мов совпадают с таковнми для исходного субстрата. В ряде слу-' 
чаев обнаруживаются продукти дитерминального окисления 
(С. intermedia, С. maltosa) и очень редко продуктн субтерми- 
нального окисления, в позиции С-2 молекулн н-алкана (С. рага- 
psilosis).

Д л я  грнбов :  нспользуют субтерминальнне промежуточ- 
нне путн прн окислении в познциях С-2, С-3, С-4, С-5, С -6 моле- 
кул н-алканов.

Таким образом, грибн окисляют метиленовне группн, тогда 
как дрожжи преимушественно атакуют концевие метильние 
группн. Найдено, что некоторне грибн сннтезируют 1-алкенн.

Можно заключнть, что мнкроорганизмн, бнстро окисляюшне 
злканн, преимушественно действуют через термннальнне пути, 
и что все микроорганизмн, которне окисляют н-алканн менее 
бнстро, преимушественно нспользуют субтерминальнне пути.

Состав питательннх сред с н-алканами. Разработка состава 
питательннх сред для роста микроорганизмов и, в частности, 
алканутилнзируюшнх дрожжей, является ключевой стадией, от 
которой зависит пронзводственннй результат. Компоиентн пита- 
тельннх сред должнн содержать все элементн, необходимне для 
образовання клеточнон массн (коиструктивний обмен), а также 
способнне доставить необходимую энергию для поддержанчя 
жизнедеятельности мнкроорганизмов (энергетический обмен). 
Как известно, основннмн элементами питания, дефицнт которнх 
ириводит к ограниченню роста и изменению строения микробннх 
клеток, являются углерод, азот, сера, фосфор, магний н калий. 
Внбирая надлежашие ограничення питательними вешествами, 
можно получить надежние средства контроля за развнтием клет- 
ки: подавить определенную метаболическую деятельность и в то 
же время обеспечить протекание другнх метаболических процес- 
сов с повншенной скоростью. Так, прн ограиичении по источннку 
углерода лимитируется подвод углерода для биосинтеза энергии; 
лимитация по источннку азота приводит к ограничению биосин- 
теза белка; мннимизация концентрацнн фосфата приводитк огра- 
иичению синтеза нуклеиновнх кислот и т. д.

Первнй шаг в «конструировании» питательннх сред дает ана- 
лиз состава соответствуюшнх мнкробннх клеток. Типичний эле- 
меитарннй состав микробной клетки включает (в %  С В ): угле- 
род — 50; азот — 7— 12; фосфор— 1—3; сера 0,5— 1,0; магний —
0,5. Так, если необходимо синтезнровать биомассу с содержанием 
дрожжей 30 г/л при использованни сульфата аммония в качестве
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нсточника азота и cepu, то, исходя из состава клетки, необходимо 
внести в среду 12 г/л (NH^bSO*. При этом к клеткам будет под- 
ведеио 2,5—2,7 г атомарного азота на 1 л среди, нли примерио 
90 мг на 1 r абсолютно сухих дрожжей.

Подобнне расчети дают возможность конструнровать так на- 
зиваемие минимальние среди. В качестве примера приводим 
состав питательнон среди для культивнровання дрожжей до кои- 
центрации 30 г/л на избранних нсточниках углерода.

Гексадекан
Метанол
Этанол
Глюкоза
(NH4)2SO«
KH2P 0 4
A\rS 0 4 7Н,0
Мнкроэлементи

Концентрацня, г/л

30.0
60.0
40.0
60.0 
12,0
1,3 
1.5 

10"* Моль/л

Подбирая другие соотношення компонентов питательной сре- 
ди, можно регулировать состав микробной клетки. Так, нзмене- 
ние удельного расхода источннка азотного пнтания, даже в пре- 
делах возможних колебаний этого параметра в производственних 
условнях, приводит к изменению содержания белка в дрожжах, 
утилизируюших н-алкани. Как показивают результати нзучения 
зависимостн содержания белкових и липидних компонентов био- 
масси от концентрации нсточннка азотного пнтания в среде, сни- 
жение концентрации азотного питання со 100 до 75 мг/г абс. СВ 
приводнт к сннжению содержания в биомассе дрожжей Candida 
белка, а также нуклеинових кислот (табл. 3.5). Уменьшение кон- 
центрацни азота до 50 мг/г абс. СВ приводнт к еше более замет-

3.5. Влияние концентраций источиика азотного питания 
иа биосинтез белка и липидов

Шганм
Удсльний расход 
источника аэота,

мг/г абс. CB

Белок по мстоду 
Бариштейна, % 

абс. СВ

Нуклеииовме 
кислоти. %

абс. СВ

Содержание 
обтнх липидов, %

абс. CB

50 41,6 6,3 17,8
1 75 52,1 7.2 14.1

90 52,8 7.3 9,1
(контроль)

52.5 7,5 11,0
50 42,0 6,2 10,6

2 75 49,5 7.2 8,9
90 53,3 7,9 7.5

(контроль)
100 51,8 8,1 9,5
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ному торможению биосинтеза белкових ко.мпонентов и к ускоШ 
нию лнпндообразовання. При этом рсзко у.меньшается содетми 
ние в дрожжах аланина, лейцина и глутамнновой кислоти. 2̂ * 
означает, что при недостатке азотного пнтания в среде ироЯг' 
культивнровання дрожжей на н-алканах переходит нз «белкоЗ: 
го» режима в «жировой» режим.

Снижение колнчества растворенного кислорода в среде СшД 
оптнмального 0,3—0,7 мг/л) тэкже приводит к уменьшению ia  
держания белка в биомаосе н накоплению в среде продуктовЖ 
полного окисления углеводородов. Увеличсмпк Ko.iii'ieciaa раЖ  
воренного кислорода (више оптнмального) внзивает снижеп 
конверсии углеводородов вследствие окислительной дестабилиД! 
ции липидних фрагментов клеточних мембран и тмемеиня п Я  
ницаемости. В среднем дрожжи, вирашенние на н-алкаиах, Ж  
держат 40—65% белкових вешеств, 12—30% углеводм. (>—l Д  
нукленнових кнслот, 5—30% липидов и другне компоиенти.Я 

Специфические биохимические потребности дрожжей — npo- 
дуцентов белкових вешеств. Наряду со многими микроорганиз- 
мамн, способнимн довольно хорошо растн на u\ средахШ 
н-алканов и минеральних солей, сушествует ряд нх представиЯ 
лей, которие требуют для своего роста налнчия в среде одноф 
или несколькнх биоорганических соединений. Это nponcxoj^B 
нз-за того, что отдельние микроорганизми не способни к синЯ  
зу своих собстиеппих факторов роста. Наиболее часто нм тре(Ш 
ются внтамнни и аминокнслоти. Дрожжи, например, часто нуж 
даются в биотине, тнамине, рибофлавине. Важно заметнть, что 
потребность данного мнкроорганизма в перечнслеппих факторя 
роста непостоянна и может изменяться в зависнмости от исхоЯ 
•юго состава ннтательной среди, а также условнй культивировЯ 
ния. Установленние количественние факти такого рода являютш 
одной из важнейших основ создания оптимальних режимов пож 
пнткн мнкробиих популяцнй с целью достнжения макснмальнЯ 
скорости роста, т. е. максимальной скоростн оичсишеза беЛ^Н

Так, используемие в промишленности нпамми-пполуцеН^Д 
рода Candida нуждаются в биотине, некоторие — в тнамине: 
С. guilliermondii, С. mallosa н С. tropicalis (бногии и ша.мини 
С. sake (биотнн), С. lipolytica (тнамнн). Количество вводимог* 
в среду бнотнна меняют в зависимости от мчлек;..iя;>iн>ii мас<^И 
углеводородов, нспользуемих в качестве нсточника углероДШ 
нанбольшее — для Сю—С|2-н-алканов, нан.меньшее — для См-Н

Такое сниженне доли бнотипа обусловливает повишеннуи 
проницаемость клеточиих стенок культур, виросших на среД^^Н 
н-алканами с колнчеством углеродних атомов более 14. Что « ■  
сается С. lipolytica, то эти дрожжи при недостатке тиамнна l *  
капливают пировиноградную и а-кетоглутаровую кислши, по-в^-
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I  ,Mv. из-за отсутствия а-кетоглутаратдегидрогенази, что нск-
Л" еТ участие а-кетоглутаровой кислоти в синтезе амннокнслот
И10 ,еп тенном» с ним синтезе белка.
Ш  • ___________

3 2 длетаболизм метана м метанола

■>\етпн, как известно, главний компонент природного газа и 
Н у Т,юго газа нефтяних месторождений. Он виделяется при га- 
^Ьикаинн угля и бномасси (синтетический газ). Использование 
мвана в качестве источника углеводорода, труднорастворимого 
l  в0де. в комбннацин с ферментируемнми системами требует 
Шввнительно сложнон технологнн и микроорганизмов со специ- 
Ьическпми биохимическимн механизмамн потреблення и органел- 
лами. Четанол, сннтезируемин непосредственно из метана илн 
из растительного сирья, легко растворяется в воде, а в водно-ме- 
тано.н.пих растворах микроорганнзми растут с високи.ми скоро- 
стям<i. С биохимической точкн зрения метанол имеет более уме- 
peHHuii окислительний потенциал, чем «високовосстановленний» 
яетап, поэтому бистрее подвергается ферментативной конверсии 
в ключсвие компоненти клеточного обмена.
I  Обичние метаболические пути требуют соединений, в которих 
два н более атома углерода соединени вместе; метаболизм ме- 
тана и метанола (или С|-единиц) ограничен относительно редки- 
ми реакцнямн, которие требуют спецпальних кофакторов. Име- 
ются только спецнализированние микроорганизми (метилотро- 
фи), найденние в экологических нишах, которие способни ути- 
лизиропать С,-единнци как источник углерода и энергии.

С точки зрення синтеза белка бактерии имеют преимушество 
перед дрожжами: содержание белка в этих микроорганизмах со- 
ставляе; соответственно 60—80 и 35—50%. Однако в метилотроф- 
них бактериях више содержание нуклеинових кислот ( 10—2 0 % 
npoTim .")—10%) из-за более короткого периода генерации. За- 
метим, что природний газ, по.мимо метана, содержит от 0,5 до 

I *2% газообразннх гомологов (этан, пропан и бутан). Облигат- 
Hbie метанокисляюшне бактерни способни окислять этан, пропан 

I "  бутан, ио не нспользуют их для роста (так називае.мое соокис- 
eil;|i нли кометаболизм неростових субстратов). Следовательнэ, 
°-1пля утилизацня низших н-алканов из природного газа может 
j ть Достнгнута только при культивированин смешанной культу- 

|теп C0CTan которой входят факультативние метилотрофи и ге- 
о к Ф °Ф "ь - е мнкроорганизми, способние использовать продукти 
гатп 1ен" я гом°логов метана (спирти, альдегиди). Штамм обли- 
^  4*i\ мстанокисляюших бактерий Methylococcus capsulatus мо- 
^^[ооразовивать 0,62 г биомасси на 1 г метана.
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Генерация энергии. Окисление метана C i-утилизируюшнми 
микроорганизмамн происходит по следуюшей схеме:

СН4 — * СН,ОН —  НСНО —  НСООН —* СО,
AG°, — 109,6 — 188,1 —239,8 —244,4
кДж/моль
Е'о, В -1-0,23 —0,18 —0,45 —0,46

Каждая двухэлектронная окнслительная стадия нмеет отри- 
цательное изменение свободнон энергии, достаточное для сопря- 
женного сннтеза АТФ. Однако только окисление формальдегнда 
в муравьнную кислоту и окисление последней в С0 2 имеют окис- 
лнтельно-восстановительние потенциали, достаточнне для сопря- 
женного восстановлення НАД в НАДН (—0,32 В), используемого 
клеткой для продуцироваиня АТФ.

Конверсия метана в метанол осушествляется облигатнимн 
метилотрофними бактериямн Methylomonas, Methylococcus, Ме- 
thylosinus и катализируется оксндазой смешанной функцни (ме- 
танмонооксигеназой):

CH4+ 0 2+ XH 2 — ► СНз0Н+Н20+ХН.

Прн этом кислород н НАДН расходуются в эквнмолекулярннх 
соотношениях. Фермент найден только в клеточной мембране.

Окисление метанола в С|-утнлизируюших бактернях Methy- 
lophilus, Methylomonas, Pseudomonas н др. происходит с участнем 
метанолдегидрогенази, локализованноп в периплазме, цитоплаз- 
ме, цнтоплазматических мембранах. Для проявленпя активности 
фермента требуется кофермент — феназннметасульфат, действу- 
юший как донор электронов для неферментативного восстаноз- 
ления молекулярного кислорода. Очншенная метанолдегидроге- 
наза нз Pseudomonas способна катализировать (оптимум рН 
около 9) окисленне не только метанола и формальдегида, но н 
низкомолекулярних алифатическнх спнртов (С2—Cg), однако для 
нндукцни актнвностн требуются феназинметасульфат н аммоннй- 
iiue солн. Фермент окисляет СН3ОН и НСОН практнчески с 
одннаковимн скоростямн, т. е. нмеет широкую субстратную спе- 
цнфнчность. В бактериях Methylococcus внделен фермент, кото- 
рнй проявляет актнвность с иньши акцептора.мн, напрнмер с цн- 
тохромом с, но не зависнт от НАД.

В метанолутилизируюших дрожжах Candida boidinii за ката- 
лиз окнслення метанола ответственна ФАД-завнсимая метанол- 
оксидаза; фермент индуцнбелен в отношении к метанолу. Обна- 
ружени побочнме стадии регенерации 0 2 с участнем нндуцируе- 
мой метанолом каталази, с использованием Н20 2 из снстемн 
реакций метанолоксидазь!. Каталаза и метанолоксидаза локалнзо- 
вани в мнкротельцах — пероксисомах метанолокисляюшнх дрож- 
жей, в то время как формальдегиддегидрогеназа н формиатде-
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гидрогеназа обнаружени только в цитоплазме. Это показнвает, 
что продукция и распад Н 2О2 могут эффективно контролиро- 
ваться кооператнвним действием алкогольоксндази и каталази. 
Наконец, установлено, для С. boidinii и Pichia pinus, что специ- 
фичная к НАД дегидрогеназная активность обнаруживается 
лишь прн росте на метаноле (а не на глюкозе). Это означает, 
что АТФ потенциально может образовиваться в результате окис- 
ления метанола.

В окислении формальдегида бактериями принимает участие 
кроме феназинметасульфатсвязанной метанолдегидрогенази це- 
лий ряд формальдегиддегидрогеиаз: НАД-зависимая дегидроге- 
наза, цнклическая система из 3-гексулозофосфатсннтази и 6-фос- 
фоглюконатдегидрогенази и др. Очишенная растворимая альде- 
гиддегидрогеназа нз Pseudomonas катализирует (оптимум рН 
около 7) окисленне ацетальдегида, глицеральдегида, бутиральде- 
гнда и пропионового альдегида в прнсутствни феназинметасуль- 
фата. Удельная активность фермента в растуших на метаноле 
клетках почти вдвое више, чем в растуших на сукцинате. Это 
означает, что фермент денствительно включается в окисление 
НСОН. В экстрактах Pseudomonas inethanica, растуших на ме- 
таноле, найдена специфичная НАД-завнсимая формальдегидде- 
гидрогеназа, синтез которой нндуцируется трипептидом глюта- 
тионом (глутаминилцистеиннлглицин).

Обнаружение в ряде метилотрофних бактерий, нспользуюших 
рибулозомонофосфатний цикл для углеродной ассимиляции, ви- 
сокой удельной активностн глюкозо-6 -фосфатдегидрогенази и 
фосфоглюконатдегидрогенази свндетельствует о том, что цикли- 
ческий (шунтируемий) путь окисления формальдегида в С0 2 (без 
образования муравьиной кнслоти) играет важную метаболиче- 
скую роль. С другой сторони, бактерии, утилнзируюшие серино- 
вий путь для ассимиляции С|-соединений, окнсляют эти соедиие- 
ния, главним образом через муравьиную кислоту в СОг.

В метанолутилнзируюшнх дрожжах прямое окисление форм- 
альдегида в муравьнную кислоту катализируется НАД-зависн- 
мой дегидрогеназой, требуюшей глютатнона. Синтез фермента в 
С. boidinii индуцируется метанолом и репресснруется глюкозон.

Окнсление муравьиной кнслоти в С0 2 в метилотрофних орга- 
низмах (еслн оно пронсходнт) связано с растворимой НАД-зави- 
симой формиатдегидрогеназой — очень лабильним и субстрат- 
специфичним ферменто.м.

На рис. 3.8 показани наиболее распространенние путн гене- 
рацни энергии через окисление С|-соединеннй, которие били най- 
дени в бактернях и дрожжах. Ключевим соединением в этой 
схеме является формальдегид. Одна его часть конвертирует че- 
рез ЦТК (либо глиоксилатний шунт) в клеточную массу (асси- 
миляторний путь); оставшаяся часть окисляется в С02, давая

91



t Н; 0
СН, ОН— НСНО ---^ H C O O H —  * — fc-COj

феназин- феназин- "  НАД
метасульфат метасульфат

----rSH-»-__
Дрожжи y S  ч

сн.он нсно —y 2v  - нс-о^ 3^  , СОа !
ФАД ФАДН НАД '  rS НАД

х  1H jO j H jO
сн.он— - нсно

Рис. 3.8. Окислительние пути метаболнзма метанола в бактернях (Pseudomo- 
nas) и дрожжах (Hansenula polymorpha):
I  — метаиолдегидрогсиаза: 1 — формальдегиддсгидрогеназа; 3 — формиатдсгидрогеи^И 
4 — метанолоксидаза; rSH — глутатион

эпергию для роста и метаболизма (диссимиляториий путь). Для 
этого все метилотрофи содержат по меньшей мере один цито- 
хром с, но в случае с Methylophilus methylotrophus описани три 
типа цитохромов. Вибор альтернативи — (полннй цикл Кребса 
нли его глиоксилатннй шунт) подчиняется феноменологической 
закономерности. Суть ее состонт в том, что микроорганизми (на» 
пример, Pseudomonas oleovorans), используюшие рнбулозомоно- 
фосфатннй цикл для ассимиляцин углерода, проявляют високую 
а-кетоглутаратдегидрогеназную н относительно низкую нзоцит* 
ратлназную актнвностн. И, наоборот, мнкроорганнзмн (напрл» 
мер, Methylosinus trichosporium), используюшие сернновнй путь, 
нмеют всегда низкую а-кетоглутаратдегидрогеназную активиость, 
В первом случае чаше всего реалнзуется полннй ЦТК; во втором 
случае домннирует глиокснлатний шунт.

Ассимиляция источника углерода. Внявленн два основннх 
пути утилнзации формальдегида в метилотрофних микроорганиз* 
мах, оба приводяшие к синтезу Сз- и С4-соеднненнй. Это рибуло- 
зомонофосфатннй цнкл и сериновнй путь. Нанболее э к о н о м н ч *  
ннм (по виходу биомассн на 1 моль потребленного АТФ)  счи- 
тают первнй.

С е р н н о в н й  пут ь .  Предусматривает п о с л е д о в а т е л ь н о с П |  
реакций конденсации формальдегида, глицина н диоксида угл в  
рода в яблочную кислоту (рис. 3.9). В варнанте с участнем н з О *  
цитратлназн («+»-вариант) яблочная кнслота п р е о б р а з у е т с я  I  
малнл-КоА, последовательно расшепляюшийся в а ц е т н л - К о А ^ И  
глиокснловую кнслоту. Последняя конвертирует в глицин под Де" |

Бактерии



сн.он . нсно■ . нсоон■ -со,
ТГФК ТГФК

С.-ТГФК

Ри<. 3.9 Схсма изоцитратлиазного варнанта (IC L+ варианта) серннового путн 
фвксации формальдегида:1 — трлнсоксиметнла»*; I I  — оксипнруватредуктаза; I I I  — малил-КоА-лиаза; IV  — фосфо- 
« 'Ю л ч и р у и а т к а р б о к с и л а з а ;  V — иэоцитратлиаза; Т Г Ф К  — тетрагидрофолиевая кислота

«Твием цнтратсннтетазн, аконнтатгидратазн н изоцитратлназн. 
Р  варианте без участня изоцитратлназн («—»-вариант) синтез 
Р*-соединений происходит аналогичннм путем, но ни малаттио- 
Киназа, ни изоцитратлназа не включаются в него. Обнаружено, 

штаммн метилотрофннх бактерий, растуших на метаноле, 
Ретиламине нлн муравьинон кислоте, цмеют внсокую окснперу- 
В:' гредуктазную и малил-КоА-лиазную активность и ассимнли- 
|>>'ют С|-еднницн путем глиоксилатного шунта. Дополнительннм 
РРказательством этого служит катаболитная репрессия синтеза
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Рнс. 3.10. Схема рибулозомонофосфатного цнкла фнксацни н окисления фор- 
мальдегида:
I  — гсксулозофосфатсинтстаза; I I  — З-гексулоэофосфатиэокераза; I I I  — глюкоэофосфатиэо- 
мсраэа; IV  — глюкозо 6 фосфатдсгидрогенаэа; V — фосфо!люконатдегидрогснаэа; Cj — 
дноксиацетонфосфат или пировиноградная кислота

ключевого фермента — оксипнруватредуктази — янтарной кисло- 
той. Энергетическая эффектнвность серинового пути равна 12,5 г 
биомасси/моль АТФ.

Р н б у л о з о м о н о ф о с ф а т н и й  цикл .  С использованием 
метана, метанола и формальдегида с меченьш атомом С 14 при 
вирашнванин Pseudoinonas methanica и Methylococcus capsula- 
tus обнаружена повишенная радиоактнвность сахарофосфатов, 
особенно для гексоз. Этот факт не обнаружен для клеток Methy- 
lomonas methanooxidans, нспользуюших сериновий путь утнли-
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зацин С|-единнц. Для интерпретацин данних радиохнмического 
анализа предложен рибулозомонофосфатннн цнкл — модифнцн- 
рованний вариант пеитозофосфатного цикла (рнс. 3 .10). Его клю- 
чевой реакцией является конденсацня трех молекул формальде- 
гида с однон молекулой рибулозо-5-фосфата в относительно 
лабильное промежуточное соеднненне гексулозо-6-фосфат с дли- 
тельностью полупреврашения менее 30 мин (в шелочном раство- 
ре). В экстрактах клеток бактерий обнаруженм ферменти рас- 
шеплення фруктозо-6-фосфата — фруктозодифосфатальдолаза 
(до глюкозо-3-фосфата) и кетодезоксифосфоглюконатальдолаза 
(до пировиноградной кнслотм). Кроме того, найденм ферментм 
реакцнй перегруппировки фруктозо-6-фосфата — трансальдолаза 
и (или) седогептулозоднфосфатаза, приводяшне к регенерацин 
рнбулозо-6-фосфата. Обнаружение значительной 6-фосфоглюко- 
натдегидрогеназной (V ) актнвностн в мнкроорганнзмах с рибу- 
лозомонофосфатнмм циклом указнвает на использование ими 
дополннтельного пути окпсления формальдегида в СОг (си. 
рис. 3.8 и 3.10). Этот путь связаи с продуцированием НАДФН, 
т. е. может бнть использован как нсточник НАДФН для биосин- 
тетических целей. В целом энергетическая эффективность рибу- 
лозомонофосфатного цикла равна 27,3 г биомассн/моль АТФ.

Результатн нсследований метанолутилизируюших дрожжей и 
их экстрактов смогли внявить гексулозофосфатсинтетазную (I) 
активность. Следовательно, дрожжи могут использовать сахаро- 
фосфатинй путь, аналогнчннй или почтн идентичннй рнбулозо- 
монофосфатному циклу. В присутствни АТФ I-актнвность стиму- 
лировалась.

Достаточно полно изученн свойства и регуляция ключевого 
фермента рнбулозомонофосфатного цикла — гексулозофосфат- 
сиитетазн из Methylococcus capsulatus. Фермент специфичен к 
формальдегиду и 0-рнбулозо-5-фосфату, активируется ионами 
Mg2+ и Mn2+ (иоин Ni2+, Са2+ и Cu2+ подавляют активность фер- 
мента) и имеет оптимум активности при рН около 7.

I -Актнвность может внполнять альтернативнне функции в 
метанутилизируюших и метанолутилизнруюшнх бактернях. В ме- 
тановнх «потребителях» 1-активность не имеет контролируюшей 
функцни, лнмнтнруюшей скорость копденсацин, которую катали- 
зирует I (рис. 3.10), и зависит от концентрации иакапливаюшего- 
ся метанола. Наконец, фермент характеризуется «нормальной» 
кинетикой Михаэлиса—Ментен в отношенин специфнческого суб- 
страта. В метанольннх потребнтелях I-активность имеет контрэ- 
лируюшую (лимитируюшую скорость коиденсации) функцию ,i 
характернзуется сложной кннетнкой утнлизации субстрата. Во 
многих бактериях формальдегнд может бнть ответственннм за 
репрессию синтеза I. В дрожжах синтез фермента нндуцнруется 
метанолом и в ряде случаев может бнть объектом катаболитной

95



репреесии более легкоутилнзируеммми углеродними источникаЯ 
(глюкоза, этанол). I -Актнвность усилнвается АТФ, которая « 
жет служнть положительншм эффектором синтеза I.

Ростовая модель на С|-источниках. Итак, с точки зрения энеД 
гетнки Ci-асснмиляции рнбулозомонофосфатнин путь оцениваД 
ся как нанболее эффективний (в сравнении с сериновим и утеЯ  
особенно его вариант с фазами глнколитического расвдеплени* 
фруктозо-6 -фос(|)ата н трансальдолазнон перегруппировкн Л  
следнего (ресннтез рибулозо-6 -фосфата). В связн с этнм оргЯ 
ннзмь!, которие утнлизнруют субстрат по рнбулозомоиофосфД 
ному пути, предпочтительнь! для производства бномасси о д Я  
клеточннх. Напрнмер, внход биомасси от субстрата при реал* 
зацнн серннового пути от 0,31 до 0,41 г абс. СВ на 1 r метанол* 
тогда как прн реализацни рнбулозомонофосфатного пуги вц.ход 
составляет от 0,49 до 0,54 г абс. СВ на 1 г метанола. Это разлв 
чне в еше большен степени проявляется прн росте на метана 
Эффективность вихода бномасси от субстрата несколько сннжа* 
ется (прнмерно на 25%) для метанолутилизируюших дрожже§ 
нз-за включення нх метанолоксидази в метаболизм и отсутстви* 
сопряжения окисления метанола в НСНО с продуцированием 
АТФ.

Разработана биохимическая модель роста метанолокисляю» 
ших бактерий, включаюшая регуляцию синтеза двух ключевия 
ферментов — гексулозофосфатсинтетази ( 1) и метанолдегндроге- 
назн. Формальдегид может репрессировать синтез 1, тогда как 
метанол нндуцирует синтез обоих ферментов; остальние биохи- 
мические элементн, которне важнн для понимания ростовога 
поведения клеток, суммнрованн на рис. 3.11. Метаболнческне 
процессн представленн тремя ферментатнвинмн стадиями окис- 
лення метанола до С 0 2 и стадией фиксации формальдегида че- 
рез рнбулозомонофосфатннй цикл. Ясно, что реакция конденса-

(СН.ОН). (НСНО)„
I пермеаза

(СН.ОН)

+(уЛРо» Т
I. А ч .  (НСНО)

I L - j ”  1

I___________
(+)

*<->
II

биомасса

-(НСООН),„ COj

Рис. 3.11. Регуляция роста метаиолутилнзнруювдих бактерий:
/ — метанолдегидрогеназа; // — гексулозофосфатсинтетаза; (+ ) — нндукция; (—) ■ 
репрессия



I  , определяюшая ступень в ассимиляции источиика углерода 
,едовательно, в клеточной регуляцин. Високие концентрации 

fjсНО  ингибнруют окисленне метанола и репресснруют биоснн- 
Ғ  ,ексулозофосфатсинтетазь1, что сннхронно отражается иа 
Кцжении скорости роста и вихода клеточной масси. Контроль 
[ртаболической регуляции будет сводиться в этом случае к бист- 
*!рМу снижеиию уровня концентрации формальдегида (от токсич- 
tp: , иачения) прямим его окислением и к ограничению дальней- 
t e: цродуцирования формальдегида. Последний входит в клет- 
К  е помошью пермеаз, т. е. против градиента концентрацни, н 
мо/кет обратно «просачиваться» в культуральную среду после 
зкиюненциальной фази. Внутриклеточная концентрация НСНО,я 
обично на порядок вьппе внеклеточной концентрацни НСНО,* 
при росте на метаноле и формальдегиде. Метанол может пронн- 
кать в клетку путем простой днффузни н, как уже упоминалось, 
„нд\ цировать синтез гексулозофосфатсинтетази. Специфичная 
дегилрогеназная активность клеток, растуших на метаноле, не- 
значптельно снижается в первие часи после инокуляции куль- 
тури . тогда как обшая актнвность остается постоянной. Во время 
экспоиенциальной фази роста специфичная актнвность увеличи- 
вается (прнмерно на 30%) и достнгает макснмальной величини 
в ст шионарной фазе. Этот факт еше раз подтверждает то, что 
метанол ответствен и за индукцию синтеза метанолдегндроге-
ВЗЬ1 .

* *
♦

| Птак, можно полагать, что скорость роста мнкроорганизмов 
иа С нсточниках будет функцией внутриклеточнон концентрацнн 
формальдегнда и гексулозофосфатсннтетазной актнвности, а ви- 
ход биомасси — функцией внутрнклеточних концентраций мета- 
нола и формальдегида, гексулозофосфатсинтетазной и метанол- 
Дегидркгеназной активностей штаммов микроорганизмов. Понн- 
мант механнзма клеточной регуляцнн п метаболического 
отклнка микроорганнзма на окружаюшне условия является не- 
ооходнмим шагом в оптимнзации получення биомасси на пер- 
^Ш^нинич Сристочниках.

Метаболизм этанола
|Ж Многие мнкроорганизми могут бистро асснмилировать этанол 
W *  нсточник углерода и энергйн. Наиболее активии в этом от- 
^риенни дрожжи Candida utilis, Candida valida, Hansenula ano- 
^■«a. Saccliaromyces cerevisiae и др. Этанол как сирье нмеет ряд



пренмувдеств: 1) он нетоксичен, что делает бномассу мнкроорг 1  
нпзмов, внрашенних на нем, пригодной для пшцевьгх целеЯ  
2 ) он легко обрабативается и хранится; 3) ферментация на этЯ  
ноле как на окисленной форме углеводорода требует меньв 
молекулярного кнслорода, чем процесс на насивденних углев 
дородах.

Рассмотрнм метаболические иути конверсии этанола в kJ  
точние компоненти и энергию при полученни биомасси.

Важная особенность митохондрий этанолокисляювдих дролц 
жей — налнчие специфнческой форми НАД-зависимой алкоголЯ 
дегидрогенази, катализируювдей окисление этанола в ацеталЗ 
дегид:

КоА
алкогольдггид- V альдегиддегидро- WMрогеназа V геназп ШЁ

С1Й5 ОН — CHj СНО ■ CHj С0КОА —  - ц тк
НАД НАДН НАД НАДН

1>н фоара »h i ц гталтранпргрпЯЖ 
ацетилкииога 

'~~-CHjC004>--»~CHjCOOH

Под действием второго ключевого фермента — альдегнддегид- 
рогенази — ацетальдегнд превравдается в уксусную кнслоту.

Заметим, что в цитоплазматическом пространстве дрожжей 
обнаружен евде однн тнп алкогольдегндрогенази — растворнмий. 
Если цитоплазматическая алкогольдегидрогеназа превравдает 
ацетальдегид в этанол, то митохондриальная, наоборот, окисляет 
этанол в ацетальдегнд. Первин процесс доминнрует прн спиртов 
вом брожении в уксусную кислоту, второй — при полученин бно- 
масси дрожжей на основе этанола. Как результат реакцни двух^ 
ступенчатого окисления этанола, продуцируются 2 моль Н А Д Я  
из 1 моль этанола. Продуцируемий ацетнл-КоА может бить кон-| 
вертирован прн действии фосфатацетилтрансферази и неоргани-| 
ческого фосфата Ф„, а также ацетилкинази в уксусную кислотуд 
которая будет накапливаться как экстрацеллюлярний продукТ 
илн последовательно декарбоксилнроваться в реакциях ЦТКЯ 
Окисление спнрта сопряжено с окнслительним ф осф орнлнрова* 
нием — продуцированием АТФ и восстановленнем о к и сл н тел ьн и х ! 
эквивалентов НАД:

2НАДН+2Н+4АДФ+02 —  2НАД+2Н20+4АТФ  

СН3СОКоА+ АД Ф+ Н 20  —> CHjCOOH+КоА+АТФ.

Биохимическая целесообразность этнх реакцнй состоит в том, 
что если, напрнмер, клетка нспитивает дефицит кислорода, 
может снизить потребность в нем путем экскреции уксусной киС1



I  кУЛ1)Туральную среду. При этом, затрачивая 1 моль 0 2 на 
^ ° тЬ1 i моль этанола, клетка продуцирует 5 моль АТФ.

i ii.i-K.oA входит в ЦТК при конденсации с оксокислотами 
^К,,|цую  или лимонную кислоту, в зависимости от потребно- 

в м11Кроорганизмов в энергии. Некоторая часть ацетнл-КоА 
стси  ̂ 'етсЯ в рлиоксилатннй шунт, сразу преврашаясь в яблоч- 
вКЛ1°кислоту. В этом случае большая часть цнтоплазматического 
«  \ДН включается в окисление этанола, так что яблочная кисло- 

^ Ш м  пат) преврашается скорее в пировиноградную кислоту
Y  пуват), необходимую для синтеза клеточних компонентов н 
pocia мнкроорганизма

ГНгСОкоА —=>— *~малат --- » .чалат  .  j  пируват  —
митохондр. цитопл. f  \

глиоксилат  / у

(клеточнме ком понент ьi)  НАДН НАД

чем в шавелевоуксусную кислоту, которая требует НАД. Когда 
кониентрация этанола уменьшается и экстрацеллюлярная уксус- 
ная кнслота «возврашается» в клетку вследствие сдвига, в аце-
татном равновесии

СН3СО О Н„ »*= CH3COOH/n,

увеличивается доля НАД. Последний включается в конверсню 
яблочной кнслоть! в шавелевоуксусную, что приводит к увеличе- 
нию концентрацин ацетил-КоА через полний ЦТК.

Следопательно, при низких концентрациях этанола и високнх 
концентрацнях уксусной кислоти большая часть субстрата утн- 
лизнруется скорее для поддержания клеточной жнзнедеятельно- 
сти, чем для роста клеток. Отметим, что на синтез и активность 
алкогольдегидрогенази оказивают репрессируюшее и ингиби- 
руюшее дейстпне образуюшнеся продукти метаболизма — аце- 
тальдегид и уксусная кислота.

5 3.4. Метаболизм водородокисляюших бактерий

последнее десятилетие в нашей стране и за рубежом при- 
И ^ в ю т  внимание лнтотрофние микроорганизми, н в первую оче- 
бц1Ь ВодоРодокисляюшие бактерии. Они рассматрнваются как 

(чингетики белка, витаминов н других ценних 'продуктов мик-
и0Г°  синтеза-

МамимТ60 К В0Д0Р°ДНЬ1М бактериям визван следуюшими причи- 
пр0||' 1 способность к автотрофному росту (т. е. независимость
2 ) crio0 f Tna бномассЬ| от источников органического сирья); 

■юсобность расти за счет энергии окисления водорода, чго



позволяет осушествлять эффективное преврашеиие электроэнер- 
гии, а в дальнейшем ядериой энергии и, возможно, солнечной в 
белок через электролитическое, тепловое и фотохимическое раз- 
ложение води. Электролиз уже сейчас дает возможность исполь- 
зовать энергию гидроресурсов для получения микробного белка. 
В этом случае на синтез 1 кг сухой биомассь) расходуется 40— 
45 кВт-ч электроэнергии.

Облигатно аэробние представители водородних бактернй, как 
правило, являются факультативними автотрофами. Они способ- 
ни использовать диоксид углерода в качестве единственного ис- 
точника углерода за счет энергии окисления водорода (хемоли- 
тоавтотрофия). Но они могут хорошо расти и хемоорганогетеро- 
трофно, на воздухе в присутствии органических вешеств, набор 
которих, однако, ограничен (это, прежде всего, соединения, ме- 
таболизируемие через ЦТК — органнческие кислоти; метанол, 
муравьиная кислота и др.).

Водородние бактерии (Pseudomonas, Hydrogenomonas, Со- 
rynebacterium, Nocardia и др.) получают энергию, необходнмую 
для роста, посредством окислительного фосфорилирования, со- 
пряженного с переносом электронов от водорода к кислороду. 
Результатом действия цепи переноса электронов и реакции окис- 
лительного фосфорилирования является образование макроэрги- 
ческих соединений НАДН и АТФ. В некоторих специфическнх 
условиях энергия запасается в виде полнфосфатов. Эти продукть» 
энергетического обмена потребляются при ассимиляции диокси- 
да углерода и биосинтезе аминокислот. Специфика хемолнтотроф- 
ного роста на водороде заключается прежде всего в функциони- 
ровании водородактивируюшей системи. Активацию водорода и 
передачу электрона в цепь переноса электронов производнт гид- 
рогеназний ферментний комплекс, осушествляюший реакцию

Е+ Н , ЕН-+ Н *.

В бесклеточних экстрактах большинства водородних бактерий 
имеется две фракции с гидрогеназной активностью, разлнчаю- 
шиеся по локализации в клетке и характеру акцептора электро- 
нов и разделяемие центрифугированием. Гидрогеназа из надоса- 
дочной жидкости, т. е. растворнмая, названа водородной дегидро- 
геназой. Функция этого фермента заключается в восстановлении 
НАД+ в НАДН, которий необходнм для фиксации С02, а также 
в качестве донора электронов для дихательной цепи, т. е. рас- 
творимий фермент является НАД+-специфнчним.

Мембрани бактерий содержат свою гидрогеназу, которая от- 
личается от растворимон неспособностью восстанавливать 
НАД+. Ее функция заключается в обеспеченин работи электрон- 
транспортной системи, причем происходит сопряженная генера-
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ция АТФ. Образование гидрогеназного комплекса ферментов у 
одних бактерий (Ps. denitrificans) стимулируется водородом и 
автотрофними условиями роста; у других (А. eutrophus)— син- 
тез гидрогенази является конститутивним в отношении H2. Су- 
шествование двух форм гидрогенази, несушнх разние функцин, 
само по себе может иметь регулярное значение, сушность кото- 
рого заключается в пространственном разделении мест синтеза 
восстановителя (НАДН) и АТФ.

Дихательная цепь водородокисляюших бактернй включает 
все основние типи переносчиков — хинони, флавопротеини, ци- 
тохроми типов b и с, цитохромоксидази. Для А. eutrophus наи- 
более вероятно функционирование дихательной цепи, в которой 
работают все три известних центра фосфорилирования и допол- 
нительний трансгндрогеназний центр. Количественное содержа- 
ние цитохромов мало зависнт от природи донора электронов и 
определяется в основном природой и концентрацией акцептора.

Метаболически автотрофний «образ жизни» в отличне от ор- 
ганотрофного обеспечнвается действием восстановительного пен- 
тозофосфатного цикла ассимиляции диоксида углерода. Обмен 
вешеств происходит по следуюшим уравнениям:

синтез энергии 4H2+ 2 0 j — ► 4Н20
СОг-ассимиляция 2Н2+ С0 2 — ► CH20 + H 20

обший баланс 6Hj+20 j +C04—СН2О + 5Н3О

Ассимнляционная способность клеткн, если рост не лимитн- 
рован источником энергии, определяется специфической актив- 
ностью карбоксилируюших ферментов, прежде всего рибулозо- 
днфосфаткарбоксилазн. Активность ферментов восстановитель- 
ного пентозофосфатного цикла зависит от физиологического 
состояния клеткн и связана, по-видимому, с работой ее мембран- 
ного аппарата.

Появление среди первнчних промежуточних продуктов фик- 
сации С02, помнмо типичннх для восстановительного пентозо- 
фосфатного цикла соединений (фосфоглицериновой кислотн, са- 
харофосфатов), некоторнх аминокислот и органических кислот 
свидетельствует об участии другнх реакций карбоксилнрования. 
У водородннх бактерий показано действие фосфоенолпируват- 
карбоксилази, активность которой достаточна для обеспечения 
10%-ной обшен фиксации С 02. Водороднне бактерин способнн 
реализовать полний цнкл трикарбоновнх кнслот, которнй в ав- 
тотрофннх условнях внполняет конструктивнне функции вслед- 
ствие снижения актнвности а-кетоглутаратдегидрогенази и не- 
которнх других ферментов цикла.

101



Аналогично (4.5) рассчитнвают в этом случае и обобтенную 
скорость каждой стадии

3l
dx ’

Vj = (4.9)

Согласно закону сохранення масси нзменение обшей массм 
всех участников реакции dm06m. при любих процессах в изолиро- 
ваиних и закритих системах равнф нулю, т. е.

i
d/Пойв; = 2 dm, • dg 2 = 0 

i- 1
Поскольку <1\ф0,

2v,M ,-0. f-l

(4.10)

(4.П)

Уравиение (4.11) известно как стехиометрическое уравнение 
простой химической реакции; аналогичним виражением описи- 
вается и каждая стадия сложного процесса.

В открнтих системах изменение массн отдельннх компоиен- 
тов складнвается из двух частей

dmi—demi+dimi, (4.12)

первая из которнх учитнвает обмен с внешней средой, а вторая — 
химические преврашения виутри системн. Для каждого нз ком- 
понентов

d.mt+ M i  2 \ 4d \1  
/- 1

к l
или d m ^ d e m + l d h X v i i M i .

l-l l-l

(4.13)

(4.14)

Поскольку для каждой /-й стадии стехиометрическое уравне- 
ние имеет вид

i
2 vi/Mi—0, l-i

второй член правой части уравнения (4.14) равен нулю, т. с. 
dimi = 0 , и

dm=d,m. (4.15)

Таким образом, для открнтнх систем изменение масси любо- 
го компонента внутри системи определяется только обменом с 
внешней средой.

Описание энергетических свойств термодинамических систем, 
в которнх протекают биохимические реакции, основано на первом 
и втором началах термодинамики. Согласно первому началу
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внутренняя энергия снстеми U нзменяется в любом процессе в 
однозначной связи с работой W и теплотой q этого процесса.

d U - 6q — 6 W, (4 16)

причем прнрашения функций q и W, не являюшиеся полннмн 
дпфференциальннми, обозначенн б.

Если система совершает чисто механическую работу (работу 
расширения или сжатня), то

d U - 6q —  pdV, (4.17)

где р и V — давление н объем системн.
Знаки в уравиениях (4.16) и (4.17) соответствуют условию, 

принятому в химической термодииамике, по которому положи- 
тельннй знак приписнвается теплоте, поглошаемой системой, и 
работе, которая совершается против внешних снл.

В отличие от первого начала, справедливого для всех процес- 
сов, второе начало термодинамики имеет внд нестрогого неравен- 
ства, связнваюшего теплоту процесса с изменением энтропин и 
температурой Т:

6q<TdS. (4.18)

Знак равенства в уравнении (4.18) справедлнв только для об- 
ратимнх процессов, тогда как в необратимнх процессах произ- 
ведение TdS всегда больше flq. Очевндно, для необратимнх про- 
цессов можно записать второе начало в виде равенства, если 
ввести понятие «некомпенсированной» теплотн t>q' таким обрз- 
зом, чтобн

T d S - b q + W .  (4.19)

При этом легко показать, что некомпенсированная теплота 
всегда положительна, поскольку согласно (4.18)

TdS— 6q>0,

н таким образом
6 q ' - T d S - 6 q > 0 .  (4.20)

Изменение энтропии для необратимнх процессов может бнть 
получено из уравнения (4.19):

d S - 6 q lT + 6q'/T. (4.21)

Для закрнтнх и особенно открнтнх систем, представляюших 
наибольший интерес для биотехнологии, можно связать правую 
часть уравнения (4.21) с дву.мя причинами, внзнваюшими изме- 
нение энтропии. Действительно, если обшая необратимость про- 
цеоса связана с необратимнм характером химических превраше- 
ний внутри системн, то можно соотнести первнй член первой ча-
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сти уравнения (4.21) с обменом системц с внешней средой, а вто- 
рой — с необратимостью внутренних преврашений

6q bq'г  + г  “ d's+ d ‘s- (4.22)

Очевндно, отсюда следует неравенство
&7'

(4.23)

которое будет подробно обсуждаться далее прн рассмотренин 
сопряженних реакций. Для изолнрованних систем, когда deS = 0, 
справедливо неравенство dS = d iS^0 , причем знак равенства от- 
носится к обратимим адиабатическим (изоэнтропийним) процес- 
сам.

Большинство бнохимических реакций, по крайней мере при 
нх протекании in vitro, можно рассматривать как обратимие про- 
цесси. В этом случае уравненне (4.18) имеет вид равенства и 
дает возможность получить так називаемое объединенное урав- 
нение первого и второго начал термодииамики, подставив вира- 
жение для bq из (4.18) в (4.17):

Для химических и особенно биохимических процессов удобно 
рассматривать два типа работи, отделяя работу расширения 
(сжатия) pdV от так називаемой полезной работи б^", которая 
заключается в создании электрических потенциалов, свечении 
н т. п.:

Уравнение (4.26) позволяет провести интегрнрование в пре- 
делах от некоторого начального состояния 1 до конечного 2, если 
рассматривать обратимий процесс, протекаюший в изобарно-изо- 
термическом режиме (p=const, T^const). В этом случае полез- 
ная работа максимальна:

d U - T d  S —  6 W. (4.24)

6 W - p d V + 6 W’.

Из уравнения (4.24) можно вивести эту величину: 
—6 W '-d U + p d V  —  TdS. (4.26)

(4.25)

2 2 2 2

(4.27)

Уравнение (4.27) связивает максимальную полезную работу 
с изменением энтальпии H = U+pV  и приравнивает ее к измене-



1,]1Ю свободной энергни Гнббса (AG). Отметим, что условия ин- 
тегрирования — постояннме давление и температура — характер- 
„bi именно для бнохимических реакций и вообаде для большин- 
ства биологических процеосов, поэтому величина свободной энер- 
гин Гнббса широко применяется для описания биологических 
систем.

Одно из наиболее важнмх прнложенин понятия свободнон 
энергии заключается в оценке самопроизвольности любмх про- 
цессов, в том числе и биологических реакций. Действительно, ра- 
пенство— W ' = kG  дает возможность предсказать направление 
протекания любого обратимого процесса в изобарио-изотермиче- 
ских условиях: если расчет изменения свободной энергии при 
предлагаемом переходе системм из первого во второе состояние 
дает величину Д(?<0, то очевидно, что W  в таком процессе бу- 
дет положительна, т. е. система способна не только самопроиз- 
вольно совершнть указанимй переход, но и совершить работу 
против внешних сил. Обратнмй результат 4С > 0  означает, что 
для предполагаемого перехода работа будет отрицательна, т. е. 
ее надо будет совершать над системой извне. Ясно, что такой 
процесс не может бнть самопроизвольннм, т. е. возможно лишь 
преврашение системм в обратном направлении. Наконец, резуль- 
тат AG = 0 озиачает, что первое и второе состояния энергетически 
неразличимн (равиовесие не нарушается). Понятно, что все ска- 
занное внше полностью относится к любнм реакциям, если пер- 
вое состояние отнести к исходннм вешествам, второе — к про- 
дуктам.

Одним нз важнейших уравнений химической термодииамики 
является изотерма Вант— Гоффа, связнваюшая изменение сво- 
бодной энергии Гиббса с константой равновесия реакции. При 
обшей записи хнмического преврашения в виде

2 V|A, 2 v,B, (4.28)<-l l-l
константа равновесия описнвается завнснмостью

m
П Ч '

К  =  — ----, (4.29)

П ‘7 ,
<-i

где ав/ и аА< — активности продуктов и исходнмх вешеств в рав- 
новесной смеси.

Если исходине активности реагентов обозначить через aAj, а 
конечнне активности продуктов обозиачить через ав,, изотерму
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Вант — Гоффа можно представить в внде такой завигпМ0ст 1
т
n - l ’

ДС—  RT ln K+RT  In — ____

п .
i-1

(4 30)

При проведеннн процесса в условняч, ko iдл начальнне Л  
тивностн исходних вешеств и конечнме активностн продуК^ И  
равни еднннце, т. е. от стандартного состояния ис.ходннх р еа гЯ  
тов до стандартного состояния продуктов, второй член правХ 
части уравнения (4.30) обрашается в нуль и

AG° =— RT ln К. ( ^ Н
Входяшее в уравнение (4.31) стандартиос измснепне своб<Я 

ной энергии Гнббса ДG° описнвает таким образом только в п о л Я  
конкретннй процесс прн данннх температуре и давленни, кото- 
рнй во многнх случаях оказнвается чпсто гниотетическим. Есте* 
ственно, что велнчина и знак AG° уже не говорят о самопроиЖ 
вольности илн несамопронзвольности реакции, а лншь позволяют 
найтн значеине константн равновесия и таким образом рассчЯ 
тать, напрнмер, состав равновеснон смеси. Впрочем, прн биохи* 
мических реакциях чаше приходнтся поступать наоборот: по из- 
меренннм в эксперименте равновесннм актнвностям (концентрЯ 
циям) реагентов рассчитнвают константу рапновесия н далее n f l 
уравнению (4.31) находят стандартное изменение свободной энер* 
гии. Напомннм, одиако, что полное уравнение (4.30) вполне О ^ Н  
годно для решення вопроса о направленнн биохимнческой р еа Л  
ции, если нзвестнн так назнваемне фнзиологические концентра- 
цин нли актнвности реагентов ал, и aBj.

§ 4.2. Практические расчетм при описании равновесия 
биохимических реакций

Термодинамическое опнсанне биохимических реакцнй включ^И 
ет, как и для любнх химических преврашений, расчет или экспеШ 
риментальное определение тепловн.х эффектов, изменений энтро- 1  
пнн и свободной энергин. Нахождение теплового эффекта прово- 1  
днтся, как правило, расчетннм путем с использованием закон*И 
Гесса, при этом нспользуют табличнне значення теплот образо^ 
вания реагентов в стандартном состоянин илн их теплот сгора*Д 
ния. Второй варнант расчета менее точен, так как суммарновЯ 
нзмененне энтальпнн находится как разность больших величин - Ш  
теплот сгорания нсходннх вешеств н продуктов. П с п о л ь з о в а н и Д  
теплот образовання в этом смнсле предпочтнтельнее, так к а ^
110

. 1ичинн AfH°298 значительно меньше по абсолютной вели- 
Ғ * м" З а м е т и м  только, что точннй расчет должен учитнвать по- 
' чинс' шмененне энтальпин при перевОЙв ветс-ства ВЭ таб- 
®РаВК о стандартного состояния в одноактивннй водннй раствор. 
дйч"о!е сЛуЧаев такие поправки можно опустнть, поскольку теп- 
В Pj®рдстворення биохимических реагентов в воде обнчно неве-

,и К Я н а ч и т е л ь н о  большнй интерес представляют значения А G и 
ft ‘ я биохнмнческих реакций, однако нахождение этих значе- 
^ А вязан о  с рядом трудностей. Наиболее простой и более удоб- 

заключается в использовании табличннх величин стан- 
Г “ Т11, , юбодннх энергий образования реагентов A/G°, кото-

обнчно табулированн для температурн 25°С (298 К ). Ве- 
ш И И К я ”  лишг тагп utci ппи uх пасчете cTaHi
pUe оончно таоулнрованн дли icnmcpmjpu. . х, _____
личинн \fG° гэв условнн в силу того, что при их расчете стандарт- 
ная свободная энергия образовання простнх вешеств — углерода 

Играфи ■ • кислорода, водорода и т. п,— принята равной нулю. 
Г  Стаидартное изменение свободной энергни при протекании 
биохимнческой реакции находят по уравнению, аналогичному за- 
кону Гесса:

(4.32)A G °m j -  2  v / (A fG °M * )/  —  2  v/ (A /G »e , ) , .  
l- i 1

Использованне этого уравнения требует знания величин 
н стандартном, т. е. одноактивном, водном растворе; это 

Кстнгается введеннем поправкн A(AiG°29b) к таблнчному зна- 
чению ■ i шой энергни образования. Для тверднх вешеств та- 
кая по авка основана на том, что переход твердого компонента 

его насьиценннй раствор не нзменяет свободной энергин систе- 
Mbi, поскольку твердое вешество находится в равновесии со своим 

1насишенним раствором. Следовательно, поправка должна учи- 
| тнвать ] 11111, измененне активности раствореиного вешества от 

начальной, соответствуюшей его насишенному раствору, до еди- 
ницн в с : андартном состоянии в растворе

A^/G ^J-W rin—!--- (4.33)
°н а с

■ L  Напрпмер, нзвестно, что энергия образования твердой глюко- 
1 кДж/моль, а актнвность насншенного водного раст-
-----  1 л  л  «---------------------  — . к л п . ю п  n u o n r u  а

— e -  - • J* П Д /nf .HUiПОу u UI\ * UU»*V»V- — — —■
вора г.тюкози 16,6; поэтому свободная 

, глюкози в стандартном водном растворе
энергня образования

1
А/С02»»“  (Д/СмвЬв+КГ ln • ^

Л С ° » . - - 9 1 8,3 ! .298.2,3 !g (i-g ) — 94.1 -  7,0— 918.7 кДж/моль.

k.
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Для расчета AG° реакций, ндутих с участнем газообразиД 
компонентов, удобней вестн расчет для брутто-процесса, в кл З  
чаюшего растворенне газообразних нсходних вевдеств или Д  
сорбцню газообразних продуктов, т. е. использовать в расчЗЯ 
табличние значения по A/G°298 этих вешеств в газовой фазе. V

Так, расчет свободной энергни, виделяемой при полном okhJ 
леннн 1 моль глюкози в водном растворе может бнть проведЖ 
по известннм значениям A/G0298, которне равни для стандартноЛ 
раствора глюкози — 918,7 кДж/моль, для дноксида углерод* 
(газ) — 394,7 кДж/моль и жидкой води — 237,4 кДж/мол* 
С учетом того, что стандартная свободная энергня образованцв 
газообразного кислорода равна нулю, получаем для реакцин Т  

C .H „0 6+60j ~  6C0r+6H*0;
Д0 °л»=6 (—394,7 )+ 6 (—237,4)— (—918,7)—6 -0 = —2873,9 кДж/моль. 1

Для жидких компонентов, ограниченно растворнмнх в вож  
расчет ведут аналогично тому, как описано внше для твердЛ 
тел. Для жидкостей, смешиваюшихся с водой в любих соотноше- 
ннях, свойства вешества в стандартном состоянии в раствор* 
можно принимать по свойствам чистой жидкости, если растворЗ 
не сильно отличаются от идеальннх. Заметим, что для всех био. 
химических реакцнй, в которнх участвует вода, ее активностш 
принимается постоянной и равной единице, если процесс идет в 
водной среде.

Заметнне изменения в величину стандартной свободной энер- 
гии образования вешества в водном растворе может внести дис- 
социация, при этом надо учитнвать, вступает ли вешество в ре- 
акцию в недиссоциированной форме или в виде иона, а также 
принимать во вннмание рН средн.

Если в реакцни принимает участие недиссоциированное веше- 
ство кислотного типа НА, то при внесении в раствор некоторого 
его количества [Н А ] 0 недиссоциированной останется только часть 
[НА],  и, такнм образом, необходимо вносить поправку в таблич- 
ное значение A/G°298, учитнваюшее изменение концентрации

Д (Д ,С °* ,)= ЯЛ п  i ^ L .  (4.34)

Дробь, стояшая под знаком логарифма в этом уравнении свя- 
зана со степенью диссоциацни а  н константой диссоциации кис- 
лотн Қ а:

[HAl _  |НА) ______ [H+l
[НА)0 [Н А )+ |А - ]“  “  [Н+|+/Са*

Ноправка для уточнення свободной энергии о б р азо ван н я  не- 
диссоцинрованной кислотн в водном растворе имеет такой  вид:

Д (А ,С м .)-Я Г  ln (l - « ) - / ? Г 1п , ■. (4.35)
[H+J +  А а
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тнух случаях уравнение (4.35) можно упростнть. Напри- 
В Ч?.рйтральной среде при рН 7,0 сильнне кислоти с p/Cu<5,5

10' »

_ „ейтральнои
;м е Ю Т ^ » (Н+]' П0ЭТ0МУ

Д ( Д /С '1!*») ~  R T  —  =  2 , 3 ' R T ( р К а  —  7 ,0 ) .  ( 4 . 3 6 )

■  Н а п р о т н в ,  слабие кислоти с р/Са>8,5 в средесрН 7,0 диссо- 
i Л^цани пренебрежимо мало, т. к. /CU< [H+ ] и A(A/G°298) «0 . 

■ГВелнчниУ поправок можно оценнть на прнмере тре.хосновной 
■ . .жлпшш кислоти с рКа трех ступеней диссоциацнн, равнимн 

Ттветственно 2,1. 7,2 и 12,4; поправкн к Д/С°29в для каждой из 
^упеней равни —28,1, — 1,3 и 0,0 кДж/моль.

1 По аналогии с диссоциациен кислот учитнвают и поправку La диссоииацию оснований

Д(Д/С*и.)-ЛГ1п T J , ° ”  ' k  . (4.37)
IOH ) + K b

в тех случаях, когда в реакции участвует анион кислотн, сво- 
бодную энергию его образования в водном растворе находят вве- 
дением поправки к Д/С°29в для кнслотн, учнтнваюшей диссо- 

■пяац}!1
НА ~  Н++А"; /С.»[Н+][А-]ДНА].

Поскольку Д/£°298 Для протона прн концентрации, равной еди- 
нице, принята равной нулю,

Д(Д,G°m ) —  RT ln /С.-2.3-ЛГ р/С,. (4.38)

Внедением этон поправки расчет, однако, не заканчивается, 
т. к. необходимо учесть истинную концентрацию протонов, опре- 
деляемую рН средн. Для этого нужно добавить величину 
Я®л(10_рН/1,0), учитнваюшую изменение Д/G0гэв протона при 
ero Концентрацин 10~рн вместо 1,0. Таким образом, для нахож- 
Дення свободной энергии образовання аниона в среде с заданннм 
РН вадо ивестн дополнительную к Д/С°29в кислотн велнчину

Д(Д/С«»в) —  RT ln Ka+RT ln [H+],
или Д(Д/С°298) —2,3-/?Г(р/Са — рН). (4.39)

^КНапример, для недиссоциированной янтарной кнслотн в од- 
И®*К:;1!>ном водном растворе Д/С°29« = —747,0 кДж/моль, поэтому 
^ И 2 !*8 К  в водно.м растворе с рН 7,0 поправка для нахождения 

энергии образования иона первой ступени диссоциации 
^■•СС.ЦоС! I2COO ' равна (с учетом 2,3 /?-298 = 5,70 кДж/моль)

Д (Д/ G°Ma) — 5,70 (4,18 — 7,0) — — 16,0 кДж/моль
I**. Лйачнт,

Д/С°»,—  747,0— 16,0=— 763,0 кДж/моль.

1)3
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В расчете нспользовано значенне рАГа первой ступени д.,,-Д 
цнации янтарной кислотн, равное 4,18. 'iCC(3-

Полученние тем нлн иннм методом сведения о своболЯ 
энергни биохимической реакции позволяют рассчитать значеИ  
константн равновесия по уравнению нзотермн Вант— Г0ф ф Н  
в прннципе нанти состав равновесной смесн, как это о бн чн о Я  
лают прн термодинамическом описании химико-технологическв 
процесса. Однако, как уже отмечалось, для бнохимиков ннтеД  
ной оказнвается обнчно обратная задача, когда по известнЖ 
экспернментальннм данннм о равновесни находят стаидартД 
значение AG° и величнну AG в физиологических условнях. |  

Такое положение объясняется не только тем, что биохимиХ 
ские реагентн дают обнчно нендеальнне растворн, для которХ 
расчет составов равновесннх смесей по величинам изменет 
свободной энергни сильно затруднен, но и в первую очередь иня 
целью термодннамическнх расчетов в биохнмнн по сравнению с 
органнческим синтезом. Действительно, целью термодииамит 
ского описання биохнмических процессов оказнвается главнцц 
образом нахождение истинного (в физнологическнх условиях) 
изменения свободной энергни, что позволяет оценить самопровд- 
вольность реакции или, нначе, направление ее протекання в клет- 
ке. Этн же даннне дают воз.можность рассмотреть необходимоЖ 
сопряжения изучаемой реакции с гндролизом макроэргическвд 
связей (см. ниже).

Имея сведения о константе равновесня некоторой реакцни *  
заданннх условиях (температура, рН), исследователь получает 
возможность по изотерме Вант—Гоффа найти величнну стандарт- 
ного изменения свободной энергии, а последняя, в свою очередц 
обеспечивает расчет полного изменения AG с учетом концентра- 
ций (активностей) нсходннх вешеств и продуктов. В результате 
такого расчета часто оказнвается, что AG и AG° сильно различ# 
ются. Проиллюстрируем это расчетом изменения свободной энер- 
гии при гидролизе АТФ, которнй, как известно, является основ- 
ннм нсточннком энергин в клетке.

Пз измерений равновесннх концентраций АТФ, АДФ н неор- 
ганнческого фосфата Ф в модельинх условиях бнло н ай д ен о .что  
для реакцин АТФ + Н гО ^А Д Ф  + Ф AG = —30,6 кДж/моль. В фи- 
зиологических условнях в клетках концентрацнн реагентов могв 
иметь следуюшие значення: [АТФ] = |Ф| = 0,005 моль/л; [АДФ)т 
= 0,0005 моль/л; [Н 20 ] =55,56 моль/л. Тогда полное значение I

5 10~« 5-10 * 1
ЛО—  30,6+8,31.298.2,3.10-« lg

AG = — 30,6 — 28,7= — 59,3 кДж/моль.
Как внлно нз расчета, изменение свободной энергии при г в  

ролнзе АТФ в клетке мншечной ткани практнчески вдвое превв



[ чбсолютной величнне стандартние нзмспс».». >.----
1  iuaeT 110 д ля пояснення расчета укажем, что в соответствнн с 
К н еРГ1111'ием" (1.30) под знаком логарифма следовало поставить 

■ уравн е,1|1|0 „роизведений актнвностен продуктов (АДФ и Ф ) и 
oTi|oU‘i|JX цсшеств (АТФ н Н 20) .  Экспериментальние данние, 
MCXa! !oiiHbie в виде молярних концентраций, пересчитивают в

I  лРиве'|1)СТМ следуюшнм обшепринятим образом: вместо коице>1- 
актИР исПОльзуют мольпие долн, как величину, нанболее близ- 

»  траии аКТИВ110СХИ для разбавлениих растворов.
I П Г м я  рсакцнй в растворах (по определению) актнвность лю- 
^^Ирастворенного вешества есть отношение его летучести к ле- 

естп » стандартиом состоянни. Для разбавленних растворов,
I ̂ Зи ш ко м  снльно отклоняюшихся от идеальних, за стаидарт- 

НС» сосгояиие всех компонентов можно принимать чистое веше- 
h L  а раствор счнтать близким к идеальному. При низких кон- 
Т * н т ’раииях растворенних вешеств летучести можно заменить 

(парина.тьиимн давлениями, тогда по закону Рауля
P<-Pi.oM. (440)

Где р, н pi,о— парциальние давления растворенного вешества, над 
раствором и в чистом виде (давление насишенного пара); Ni— 
мольная доля вешества в растворе.

Активность i-го компонента
f i  _  P l P l,o N l  „  . . .ai = j — :—  =  N I. (4.41)

f i a P i,o  IP i,o

Соотиошение (4.41) будет виполняться тем точнее, чем силь- 
нее разбавлен раствор, т. е. чем он ближе к идеальному.

При расчете AG гидролиза АТФ для нахождения мольних д> 
лей би.то использовано соотношение а<=А̂ 1«С</СНю, поскольку 
молярная концентрация води в воде равна 55,56 моль/л и значи- 
тельно больше концентрации всех других реагентов С< моль/л.

В заключенне отметим, что в некоторих случаях при работе 
с термоустойчивими ферментами и термофильними или психро- 
ф11льнь1ми мнкроорганизмами бнохнмические реакции могут про- 
в̂одиться при температурах, значительно отличаюшихся от 298 К.

•  этих случаях может оказаться необходимим учитивать влня- 
ие темиератури на изменение свободной энергии в ходе реакцни, 

^ро.тьку AG является функцией температури. По определенню, 
в X e,iHe си°бодной энергни связано с изменениями энтальпии 
Ш енЕ°ПНИ •1юбого процесса, в том чнсле и химического превра- 

Ия’ соотношением
АО-ДЯ —TAS, (4 42)



Дифференцируя по Т, получим при p=const 
_£_ MG \ _  _  Д Н ^  1 /дД Н \ d \S
дТ\Т} Р~ т*+ ~т\1Ўг) дТ

причем два последних члепа в правой части равии по абсолют- 
ной величине, поскольку для обратимого процесса 

д \Н  dAS Лсв
дТ

■ Acr, и
дТ

_ И
Т

где Дср— условная величина, характеризуюшая изобариую теп-j 
лоемкость химического процесса в целом и равная разности изо- 
барннх теллоемкостей продуктов и исходних вевдеств с учетом 
их стехиометрических коэффициентов.

Таким образом, оказнвается, что
д /AG\ _  _ \ Н  

д Т  [~ Т  )р  f r ’
(4.43)

однако необходимо учитнвать, что изменение энтальпии (тепло- 
вой эффект) реакции АН  тоже зависит от температурн по закону! 
Кирхгоффа

rf(AW)»Acpdr, (4.44)
Tt

или ДH r t =- Д///•, +  AcpdT. (4.45)

В свою очередь, зависит от температурн теплоемкость Дср, 
и ее изменение обнчно описнвается степенной зависимостью с 
эмпирическими коэффициентами Да, Дb, Дс:

ДСр-Да+ДЬГ+ДсГЧ-. . . .  (4.46)

В бнохимических экспериментах температура меняется обнч- 
но не очень сильно, и в первом приближении можно считать, что 1 
Дср ие зависит от температурн. Дср рассчитнвают по теплоемко-j 
стям реагентов для реакции типа (4.28):

ДсР »=̂ 2 V/(Ср)вj —-̂ 2 vi(Cp)*j. (4.47)

С помошью зависимости (4.47) можно интегрировать уравне- 
иие (4.44) с константой интегрирования Н0:

ДЯ-//0+ jAcpdf, (4.48)

а результат использовать для интегрирования основной зависи- 
мости (4.43). Последняя связнвает ДG и ДН  с температурой, в 
частности и для стаидартннх условий, т. е.

д i  АО°\ Д //•



цоэтому, нспользуя нзотерму Вант— Гоффа в внде уравнення 
(4.3 1 ), получим для постоянного давления

d\nK Д Н»
~df— W n ' (4,49)

Это уравненне носит наэвание изобарм Вант—Гоффа и ши- 
роко нспользуется в термодинамике не только для расчета завн- 
симостн константн равновесия Қ  от температурм, но и для полу- 
чения нанболее надежимх данннх по тепловмм эффектам реак- 
цин Д//°. Действительно, в небольшом интервале температур, 
когда Д//°эёconst, интегральная форма уравнения (4.49) дает ли- 
нейную зависимость в координатах ln/C— 1 /Т, а угол наклона 
этой прямой равен АН°/2,3 R. Такнм образом, экспериментальное 
определение состава равновесной смеси и константм равновесия 
биохимнческих реакций в некотором достаточно (но не слишком!) 
широком интервале температур позволяет не только рассчитать 
стандартное изменение свободной энергии, но и тепловой эффект, 
а значит, и изменение энтропии по формуле (4.42).

§ 4.3. Термодинамика необратиммх процессов в приложении 
к биохимии

Химическая термодинамика дала однозначное определение 
самопронзвольности процесса, и в частности возможности хими- 
ческого преврашения некотормх исходнмх вешеств в заданнме 
продуктм. Ответ на эти вопросн, как уже отмечалось, может 
бить получен расчетом изменения свободной энергин: все про- 
цессн, приводяшие к снижению свободной энергии системн, мо- 
гут бнть самопроизвольннми. Это не означает, правда, что хи- 
мическне реакции с отрицательннм значением ДG должнн бнст- 
ро прнводить к преврашению исходннх реагентов в конечнне, 
поскольку термодинамнческая «разрешенность» реакции никак 
пе связана с ее кинетическими особенностями. Действительно, 
иесмотря на большое отрицательное значение нзменения свобод- 
чой энергии при преврашении смесн водорода с кислородом з 
воду, такая «гремучая* смесь может в определенннх условиях 
сохраняться длительное время, пока протекание реакции не бу- 
Дет внзвано тем или иннм воздействием.

Эти внводн из термодннамикн обратимнх процессов подтвер- 
жденн огромннм практнческнм опнтом химической технологин
11 еомнений не внзнвают. Однако примененне этих внводов к био- 
хнмнческим системам встречало прннципнальнне затруднения. 
Ь биохнмии наряду с реакцнямн, имеюшими Дб<0, давно нз- 
вестнн процессн, протекаюшие с возрастанием свободной энергии
11 тем ие менее осушествляемне клеткамн живнх организмов.
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Строгое объяснение это.му явлению удалось дать только с п Л  
цин обшей термодинамической теорнн сопряженних процел^И 
основанной на применении к биохимическим реакциям основмС 
положенин термодинамики необратимих процессов.

Изложенние ниже рассуждення, прнводяшие к виводу 0 n fl 1 
можности сопряженннх процессов, в частностн бнохимичев^И 
реакций, основанн на сделанном ранее внводе о неотрицатЦЯ 
ности некомпенсированной теплотн (6<7'> 0 ). Вводя поняХ 
«сродство» (Л), которое определяется равенством е

b q ' - A d \ >  0, {4j50)

и нспользуя связь bq' = TdiS, получнм

= dg> 0 . ( Ш

Далее, деля обе части равенства на Jt ,  получнм 
d,S А dt А
ж = - з г - у ’ >°-  « #

Поскольку температура всегда положительна, из (4.52) сле> 
дует, что в необратимом процессе произведение сродства иа обоб- 
шеиную скорость только положнтельно, Ло>0.

Внясним теперь физический смнсл поиятня «сродство*. Наи- 
более просто это сделать на примере процессов переиоса, когда 
работа ограничивается чисто механической 6 W = pdV, т. е. bW'm 
=0. В этом случае нз определения свободной энергии Гиббс* 
(G  = H— TS) находим

d G = d (H  —  T S ) = d ( U + p V — TS) =
-  dU +pd V +  Vdp -  TdS -  SdT, (4.53)

поскольку прирашенне G как любон функции состояния есть поЛ- 
ннй дифференциал. Первое иачало термодинамики для случа* 
необратнмого процесса может бнть записано в внде

d U = T d S - p d V  —  № - 6 q’. (4-м )

Подставляя (4.54) в (4.53), имеем
dG =  T d S -  pdV —  6 ft"' — bq’+ p d V +  Vdp — TdS — SdT, 

или d G = V d p - S d T - 6 W ' - 6 q'. (4- в

B изобарно-нзотермическом режиме dp = 0, dT = 0, т. e.
dG--- 6 W'— fiq', (4ЙИ

a в случае чисто механической работн
dG---bq'.

Можно показать, что внраженне (4.57) справедливо и Д в  
биологических систем, которне способнн преврашать тепло виеи
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только в механическую работу. Действительно, из урав-
№ $ (4 .2 2 )  и (4.23) имеем 
' d ,S ~ d S — d . S ~ d S - 6 glT.

iW -,,, d V  — bq—pdV, то 6q = dU+pdV  и при p = const и Т =

dU +  d(pV) T d S - d U - d ( p V )  — dG 
diS = dS ^ e  ў- Y *

Соглас110 (4 .23)
bq' — dG 

di S =  —  —
T T

■  e и этот случай приводит к равенству (4.57).
■" Сравнивая это виражение с виражением (4.50), находим

А d l — dO,
d/G

или А = — — (4.58) 
di

Таким образом, при измененин состояния системи, которое 
характернзуется некоторой величиной ДG, начальное сродство 
А  =— AG. Велнчнна сродства уменьшается по мере роста пол- 
ноти npouccca £ и обрашается в нуль при £=1. Это означает, что 
сродство играет роль движувдей сили процесса, которая макси- 
мальна впачале н убивает прн его протекании. Используя поня- 
тие химического потенциала отдельних компонентов смеси

Ик- f S  (4-59)
\д п к ) v.T.nt

и свшзь степени полноти процесса с изменением числа молен ком- 
поненти ilnK = \\dl, получим виражение, удобное для расчета

; «Родства
dG

-4o=— AG=— 2v* ——  — — (4.60)
k dnK k

ВУравнение (4.60) позволяет найти величину сродства Ао по 
^Рудинамнческим свойствам — стандартним свободним энер- 
Trm - СдФ азования илн химическим потенциалам всех компонен-
Г в  unpo ®едение понятия сродства как эквивалента движутей сили 

ib U позволнло понять термодинамическую сушность сопря- 
8o3 il; !,Роцессов и обосновать таким образом возможность их 

Р Кн°вения. Қак уже отмечалось, произведение сродства на



Строгое объяснение этому явлению удалось дать только С пози» 
ции обшей термодинамической теории сопряженннх процессов. 
основанной на применении к биохнмическим реакциям основних) 
положений термодинамики необратимнх процессов.

Изложенние ниже рассуждения, приводяшие к виводу о возн 
можности сопряженних процессов, в частности биохимических’ 
реакций, основани на сделанном ранее виводе о неотрнцатель- 
ности некомпенсированной теплоти (6q '> 0). Вводя понятие 
«сродство» (/1 ), которое определяется равенством

Ъ ў ш М |> 0 ,__________________  (4.50)J

и нспользуя связь (>q' = TdiS, получнм
А

d t S = —  d l >  0.

Далее, деля обе части равенства на dx, получим

dx Т  dx Т V '  '

(4.51>

(4.52>

Поскольку температура всегда положительна, из (4.52) сле- 
дует, что в необратимом процессе произведение сродства на обоб- 
шенную скорость только положительно, A v > 0.

Виясним теперь физический смисл понятия «сродство». Наи- 
более просто это сделать на примере процессов переноса, когда 
работа ограничивается чисто механической bW = pdV, т. е. &W' = 
=0. В этом случае из определення свободнон энергии Гиббса 
(G = H— 7"S) находим

d G - d ( H  —  T S ) = d ( U + p V — T S )~  
- d U + p d V + V d p — T d S - S d T ,  (4.53)

поскольку прирашенне G как любой функции состояния есть пол- 
ний дифференциал. Первое начало термодинамикн для случая 
необратимого процесса может бить записано в виде

d U - T d S - p d V  — t>W' — bq'. (4.54)

Подставляя (4.54) в (4.53), имеем
d G -T d S  —  pdV —  №  —  b q '+ p d V +  Vdp —  TdS — SdT,

H.1H d G - V d p - S d T - b W  - 6 q'. (4.55)

B изобарно-изотермическом режиме dp=0, dT=0, т. e.
dG— b W - f i q ’, (4.56)

a в случае чисто механической работи
dG— bq'. (4.57)

Можно показать, что вираженне (4.57) справедливо и для 
биологических систем, которие способни преврашать тепло внеш-
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ней средн только в мехаиическую работу. Действительно, изурав-
неннй (4.22) н (4.23) имеем

d , S - d S — d.S=dS — 6q/T.

Еслн dU=bq—pdV, то bq = dU+pdV  и при p = const i Т =
= const

JC  _  dU +  d(pV) T d S - d U - d ( p V )  — dG
а^о =  аЪ  — ----- —------ = »--------- —--------- =  — —— .

Согласно (4.23)

т т
т. е. и этот случай приводит к равенству (4.57).

Сравнивая это виражение с виражением (4.50), находзм
k d \ — dG,

dGили А = — — . (4.58)
“ е

Такнм образом, при изменении состояния системн, сторое 
характернзуется некоторой величиной ДG, начальное сродство 
А0 = — AG. Величина сродства уменьшается по мере pocra пол- 
hotu процесса £ и обрашается в нуль при £ = 1. Это означггг, что 
сродство играет роль движушей силн процесса, которая какси- 
мальна вначале и убнвает прн его протекании. Использу! поня- 
тие хнмического потенциала отдельннх компонентов смеа

dG
1*«— (з=—J___(— )\дпк /р.Г.пе

н связь степени полнотн процесса с изменением числа молей ком- 
понента dnK = vKd%, получим внражение, удобное для расчета 
сродства

dG
До—— A G —— 2v, —— •» — 2v»Hk- (4.60)

к дпк к

Уравнение (4.60) позволяет найти величину сродства ,40 по 
термодинамическим свойствам— стандартннм свободннк энер- 
гиям образовання или химическнм потенциалам всех кохпонен- 
тов системн.

Введение понятия сродства как эквивалента движушеа силн 
процесса позволило понять термодинамическую сушность сопря- 
женннх процессов н обосновать таким образом возможнссть их 
возникновення. Как уже отмечалось, произведение сродсва на
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обобтенную скорость должно бить положительним для всех не- 
обратимих процессов, протекаклцих самопроизвольно. С этих по- 
зиций неравенство A v> 0 означает, что сродство А и обобшенная 
скорость v должни иметь одинаковие знаки, при этом случай 
i4> 0 и t>>0 соответствует положению, когда процесс протекаег 
в том направлении (в стехиометрическом уравнении— слева на- 
право), которое предполагалось при расчете, давшем положитель- 
ное значение сродства. Естественно, противоположний вариант, 
когда Л < 0  и у < 0 ,  виполняется, если процесс идет в направле- 
ннн, противоположном предполагавшемуся (т. е. справа налево).

В частном случае возможно равенство Av = 0, которое либ» 
соответствует достижению равновесня, т. е. исчезновению движу- 
шей сили (Л = 0 и u = 0), лнбо опнсивает так називаемое ложное 
равновесие (А Ф 0 , но у = 0 ), которое может бить визвано кине- 
тическими причинами, как это отмечалось в § 4.1.

Наиболее сушественний вивод из неравенства A v> 0  может 
бить сделаи при рассмотрении сложних систем, в которих про- 
текает одновременно несколько процессов. В таких снстемах не- 
равенство должно, очевидно, виполняться для всей системи в це- 
лом, но нет никаких оснований обязательно применять его к каж- 
дому процессу в отдельности. Хотя процесси, протекаюшие в раз- 
них частях системн и не с в я з а н н н е  между собой ничем, 
кроме произвольно внбранних намн границ, не могут происхо- 
днть по-иному, т. е. не по условию Av>Q, можно себе предста- 
вить случай, когда в системе протекает сразу несколько взаи- 
м о с в я з а н н и х  процессов, в результате для всей их совокуп- 
ности будет справедливо внражение

h
ZAiV,>0. (4.61)

/-i

В простейшем из таких случаев речь идет о двух процессах, 
для которнх вместе характерно неравенство

(4.62)

Конечно, возможно, что для каждого из этих процессов как/4, 
так и v имеют одинаковне знаки, что и приводит к внполнению 
условия (4.62), но не запрешен и вариант, когда, например, 
]4iWi>0, а A 2V2< .0, н о  сумма этих двух произведений все-таки 
положительна. Такие процессн називают сопряженними, причем 
это же назваиие относится и ко второму из них, тогда как первнй 
назнвается сопрягаюшим. Единственное требование, которое мо- 
жет бнть вндвинуто к таким процессам с точки зрения правила 
(4.62), заключается в том, что сумма произведеннй сродства на 
обобшениую скорость в се гда  должна бнть положительной,
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т. е. сопрягаюадин и сопряженньш процессн взаимообусловленн
тю скорости:

|Л,У1|>|Л2У2|
(463)

Ai
ИЛИ l>2<  -j— ^l-

Поскольку первнй процесс нмеет положительное сродство и, 
значит, отрицательное значенне ДG, он назнвается экзэргониче- 
скнм, а второй — с положительннм значением \G  — эндэргони-
ческим.

Подтверждая возможность сувдествования сопряженннх про- 
цессов, частннм случаем которнх являются сопряженнне биохи- 
мические реакции, термодинамнка необратимнх процессов никак 
не определяет способа их осушествления. Современнне достиже- 
ння биохимии позволяют, однако, сформулировать основной npHti- 
цип: сопряженнне реакцни всегда нмеют обший промежуточннй 
продукт.

В обвдем виде такие реакции представляются схемой
» A+B- C+D ] (464)
2) D+Y *=* P+Z I

Если, как и внше, сопрягаюшей является первая реакция, го 
термодннамическим условием их совместного протекания явля- 
ется |A G ,|> |A C 2|, причем здесь речь идет о реальннх (а не 
стандартннх) значениях изменения свободной энергии для каж- 
дой реакции в физиологических условиях.

Известно, что в микробннх клетках в роли сопрягаюшей обнч- 
но бнвает реакция гидролиза макроэргических связей, например 
отвдеплеиия фосфатннх групп от аденозинтрифосфата

АТФ+НгО *=* АДФ+Ф. (4.65)

Имеют место также отшепление сразу двух фосфатннх групп 
(в виде единой частицн), приводяшее к образованию аденознн- 
монофосфата

АТФ+НгО •=* АМ Ф+ ФФ, (4.66)

и последовательннй гидролиз аденозиндифосфата до аденозин- 
монофосфата

АДФ+Н^О *=« АМФ+Ф. (4.67)

Стандартное изменение свободной энергии для всех этих ре- 
акций практически одинаково и составляет —30,6 кДж/моль. 
Реальное значение ДG может заметно меняться в зависимости от 
фнзиологических условий в клетках и обнчно колеблется от —50 
д0 —60 кДж/моль. Это означает прежде всего, что одноступен- 
чатое протекание реакций с ДС>50-ь60 кДж/моль не может
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бнть обеспечено путем сопряжения с гидролизом АТФ, причем 
практически разница между абсолютннми значениями изменений 
свободной энергии сопряженннх реакций бнвает обнчно значи- 
тельна.

Поясним сказанное на примере сушествования эндэргониче- 
ской реакции конденсации глюкозн и фруктозн в клетках, спо-| 
собннх синтезировать сахарозу:

Q H ijO e+C*HuO» — ► C i jHk O h+ H j O.

Для этой реакции бнла найдена неличнна AG = 20,9 кДж/моль, 
что вполне согласуется с известннм из органической хнмнн фак-1 
том самопроизвольного протекання этой реакции справа налево, | 
когда она назнвается ннверсией тростникового сахара.

В условиях тех же клеток реакция гидролиза АТФ (4.65) ] 
имеет AG = —50 кДж/моль, т. е. способна играть роль сопрягаю- j 
шей по отношению к сннтезу сахарозн. Фактически эти процессн 
протекают через фосфорилирование глюкозн в положенне 1 под 
действием АТФ и последуюшее взаимодействие глюкозо-1-фосфа- 
та с фруктозой, так что обшим шродуктом по схеме (4.64) оказн- | 
вается вода:

1) глюкоза+АТФ *=* глюкозо-1-фосфат+АДФ;
2) глюкозо-1-фосфат+фруктоза ** сахароза+Ф.

Для первой ступени процесса AG|=—23,9 кДж/моль, для вто- 
рой AG2« 0 , t .  е. каждая из этих реакций оказнвается термоди- 
намически возможной, а в целом они приводят к протеканию энд- 
эргонического синтеза сахарозн в результате экзэргонического 
гидролиза АТФ. С точки зрения термодинамических расчетов не- 
сушественно, через какие конкретнне стадии протекает перенос 
фосфатннх групп на глюкозу. Известно, что в синтезе сахарозн 
непосредственно участвуют уридинфосфатн УТФ и УДФ, однако i 
они, в свою очередь, образуются фосфорилированнем под дейст- 
вием АТФ:

АТФ+УДФ ** УТФ+АДФ.

В заключение рассмотрим вопрос о регенерацин соединений 
с макроэргическимн связями, поскольку очевидно, что в клетках 
должнн сушествовать процессн, в которнх некоторне другие 
экзэргонические процессн сопрягаются с обратной гидролнзу ре- 
акцией фосфорилирования АДФ и АМФ, приводяшей к АТФ. По- 
казано, что в биохимических системах перенос фосфатной группн 
с регенерацией АТФ способнн осушествлять такие ее донорн, как 
1,3-дифосфоглицерат и фосфоенолпируват, для которнх AG° гид- 
ролиза равнн соответственно —49,4 кДж/моль и —62,0 кДж/моль.
В свою очередь, АТФ способен фосфорилировать некоторне дру- 
гне вешества, давая, например, креатинфосфат и аргинннфос-
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фат, служашие фосфагенамн (обшее название соединений с мак- 
роэргическими фосфатннми связями) в животннх клетках.

Обшим источником свободной энергин для живнх клеток яв- 
ляются процессн окисления (для аэробннх органнзмов), посколь- 
ку перенос электронов в днхательной цепи с образованием СОг 
ii НгО протекает ступенчато и сопряжен с образованием внсоко- 
энергетических фосфатов. В анаэробннх условиях источником 
снободной энергии оказнваются другие реакции, идушие с до- 
статочно большим отрицательннм значением AG, например гли- 
колиз и другие видн брожения. Фотосинтезируюшие организмн 
для осушествления эндэргоннческих процессов способнн исполь- 
зовать поглошеннне квантн солнечной энергии, запасаемне с 
помошью хлорофнлла, бактериородопсина и других вешеств.

* *
*

В этой главе изложенн лишь принципиальнне основн биохи- 
мической реализации термодинамически сопряженннх реакций. 
В реальннх биохимических системах — живнх клетках — сопря- 
женнне процессн протекают согласованно во вполне определен- 
ннх клеточннх структурах в результате взаимосогласованного 
действия полиферментннх систем, как правило, с участием ко- 
факторов. Рассмотрение конкретннх примеров таких процессов 
ие дается в этой главе, поскольку они уже достаточно подробно 
обсуждались в первой части (см., например, § 1.5, § 2.3, § 3.2 
н др.).

КОНТРОЛЬНЬ1Е ВОПРОСЬ!

1. Как найти тепловой эффект биохимической реакции, если имеются дан- 
ние о количественном составе равновесних смесей при различних темпера- 
турах?

2. В каких условнях изменение свободной энергии Гиббса в биохимической 
реакции совпадает со стаидартиим Д<7°? В каких случаях ДG оказивается 
а) больше, б) меньше, чем AG°?

3. Насколько изменится стандартная эиергия образования аниона оксалата 
в водном растворе при переходе от ацетатного (рН 4,7) к фосфатному (рН 7,2) 
буферу?

4. Какова будет концеитрация АДФ в водном растворе, если в эксперн- 
меитах по гидролизу АТФ in vitro иачальная концентрация АТФ составляла 
1,0* 10~* моль/л?

5. Может ли эндэргоническая реакцня бить экзотермической и наоборот 
экзэргоническая — эидотермической? Почему?

6. В  каких случаях можно утверждать, что самопроизвольними могут бнть 
только экзотермические процесси?

7. Какова связь между сродством, свободной энергией, хнмическим потен- 
циалом и некомпенсированной теплотой?
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8. Может ли протекать биохимическая реакция, для которой стандартжЛ 
изменение свободной эиергии равно нулю?

9. Можно ли осушествить эидорганическую биохимическую реакцию в од. 
ном из отделеннй сосуда, разделенного полупроницаемой перегородкой (мец| 
браной), пропускаюшен только воду и неорганические иони, если в другои 
отделении будет протекать гидролиз соединения с макроэргическими связямиЯ 
Что изменится, если отделения сосуда соедннить электропроводньш m o c t h k o w

10. Қаков термодинамический смисл: а) возникновения дихательной цепЛ 
у аэробов, б) сушествования в клетках не только АТФ, но и другнх фосфЯ генов?

Г л а в а  S. ТЕРМОДИНАМИЧЕСКИЕ РАСЧЕТЬ! В БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКИХ 
ПРОЦЕССАХ

Применение термодннамнческих закономерностей к 6noTexnoJ 
логическим снстемам представляет несомненний теоретическнй и 
практнческнй интерес. Достаточно сказать, что на основе стехиоЛ 
метрических закономерностей следует составлять материальннИ 
баланс основнон стадни процесса — ферментацнн нли фермента-| 
тнвного преврашения, а по материальному балансу относительно! 
несложно пслтроить н тепловой баланс, т. е. определить измсне-1 
ние энтальпии и теплоту процесса в заданном режиме. Эти расче-| 
Tbi используются далее при проектнровании промншленного npo-1 
изводства.

С теоретической точки зрения ннтересннм представляется во-1 
прос об энергетической эффективности потребления субстратов! 
клетками микроорганизмов и оценка на этой основе целесообраз-Ш 
ности осушествления тех или иннх процессов. Хотя прямне рас-1 
четн изменения свободной эиергии в микробиологических про-1 
цессах затрудненн отсутствием сведений о свободной энергии |  
биомассн и многих продуктов, ряд внводов может бнть сделан 
уже из обших соображений при использовании методов термо- 
динамики необратимнх процессов применительно к популяции 
микроорганизмов или культурам клеток.

В данной главе рассмотрено и проиллюстрировано примерами 
.практическое приложение законов и положений хнмической тер- 
модинамики к отдельннм клеткам нли популяциям как снстемам 
более сложиого уровня по сравнению с ферментативннми биохи- 
мнческими реакциями, которнм бнла посвяшена предндушая 
глава.

§ 5.1. Стехиометрия и материальнме балансм 
микробиологических процессов

Любой процесс, включаюший в качестве основной стадии хи- 
мнческое преврашение, может бнть описан так назнваемнм сте- 
хиометрическим уравиением, связнваюшим массн исходннх ве- 
шеств и продуктов и основанннм на законе сохранения массн.
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Стехиометрическое уравнение простой химической реакции имеет 
вид (4.11) и записнвается в видесуммн произведений стехиомет- 
рических коэффициеитов на молекулярнне массн реагеитов, при- 
чем стехиометрические коэффициентн учитнвают количество мо- 
лей каждого из вешеств, вступаюших во взаимодействие или 
образуюшихся в его результате. В первом случае коэффициентам 
приписнвают знак «мвнус», тогда как стехиометрические коэф- 
^^ициентн продуктов считают положительннми.

Аналогичннм образом поступают при описании сложннх хи- 
мнческих и биохимических реакций, хотя в этом случае брутто- 
коэффицнентн могут учитнвать протекание сразу нескольких 
простнх стадий в составе обшего сложного процесса. Необходи- 
мо подчеркнуть, что величина стехиометрического коэффнцнента 
лля каждого из реагентов определяется из экспериментальннх 
ланннх об элементном составе всех участников реакции, хотя в 
большннстве случаев з химии пользуются не прямнм экспери- 
ментальннм определением, а уже имеюшимися сведениями о со- 
лержанни каждого элемента в молекуле данного вешества и его 
молекулярной массе, дополняя эти даннне некоторнми эмпири- 
ческими правилами, чавде всего валентностью отдельннх элемен- 
тов. В конечном итоге стехиометрическое уравненне любого хи- 
мнческого процесса представляет собой равенство, в левой и 
правой частях которого массн различннх вешеств суммируются 
таким образом, чтобн число атомов (точнее, грамм-атомов) лю- 
бого элемента слева и справа от знака равенства совпадало.

В принципе подобним уравнением можно описать и любой 
процесс микробиологического синтеза, поскольку очевидно, что 
все онн состоят из очень большого числа параллельно-последова- 
тельннх биохимических реакций, каждая из которнх безусловно 
описнвается своим единственинм и определенннм стехиометри-
ческим уравнением.

Если ввестн обшепринятне для микробиологических процес- 
сов обозначения: абсолютно сухая биомасса — АСБ, пнтательнне 
зешества-субстратн — S i ,  продуктн — Р/, то стехнометрическое 
уравнение для обшего случая, когда популяция микроорганнзмо» 
растет за счет потребления основного субстрата н вспомогатель- 
iiux вешеств, внделяя при этом ряд продуктов, имеет вид

2v/Si — ► АСБ + Sv,P/. (5.1)м  i-i
Такое уравнение зачетно отлнчается от обнчного стехиомет- 

рнческого уравнения no следуюшнм непринципиальннм сообра-
жениям:

1) поскольку молекулярная масса как понятие не имеет фи- 
знческого смнсла для биомассн, то уравнение (5.1) должно вклю- 
чать определенное количество АСБ. Чаше всего для этой цели
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используют 1 г бномасси, хотя, нообше говоря, можно пр0Д  
расчет для любон ЛСБ, еслн это вцзвано какнмн-то сообп^Я 
ниямн;

2) стехнометрическне коэффициенть! субстратов и проду»! 
не имеют строго определенного, раз н навсегда заданного 
ния. Их величина сушественно завнсит от условин культивирЗ*' 
ния н может 6biTb найдена только из прямнх экспериментад^И 
данних. Заметнм, однако, что несмотря на лабильность знач {®  
v, и v/, в каждом конкретном случае процесс опнсивается стЖ® 
определенним набором стехнометрнческих коэффнциентов, 
pue в целом обеспечивают строгое виполнение уравнения (|Ғг 
для данного режима.

Таким образом, для составления стехиометрического уравв» 
ния при биосинтезе необходимо знать не только состав потр^. 
ляемих исходних вешеств, элементний состав бномасси и сосц» 
образуюшнхся в заданном режиме продуктов, но и количествеи- 
ние характернстикн, которие обично представляют в виде f c  
називаемих расходних коэффицнентов для субстратов и коэф. 
фициентов вихода для продуктов.

Расходние коэффициенти представляют собой отиошение мас- 
cu потребленного субстрата AS, к приросту биомасси, однако на 
практике чаше используют обратную величину (Y ), которую ia- 
зивают экономическим коэффициентом по данному исходному 
вешеству. Вводя обозначение прироста АСБ через АХ, получда

v - \ * Х 1 I AS|
Интегральное значение экономического коэффициента лепю 

находнтся из экспериментов, в которих измеряют лрирост бяо- 
масси (АСБ) и потребление субстратов за определенний отрезок 
времени.

Коэффициенти вихода продуктов а/ рассчнтивают, наход*,* 
тех же экспериментах нзменение содержання продукта за тоШ  
время

|АР/
I a S j

(5.2)

сс j . (5.1

При этом обично все а/ относят к одному субстрату, чаше ■  
го к источннку углерода. Понятно, что в такнх опитах моЖНО^ 
определять виделение дноксида углерода и води (для аэроб^  
процессов), поскольку асог и аню легко найтн нз самого стеХИ 
метрнческого уравнения (5.1) на основе закона сохранеи

Отлнчня уравнения (5.1) от обичной для химии стехиомвт д  
ческой завнснмостн объясняются, как нзвестно, тем, что лЮ*И 
клетки осушествляют одновременно анаболические и катаО»в



_  проиессм, причем первие из иих необходимн, потому что 
К"1, они приводят к биосинтезу всех структур клетки и неко- 

|^с" „ажних продуктов (экзоферментов, например), но многие 
^И\гп>лнческнх реакций — эндэргоннческие. Эти обстоятельст- 
цэ а' ‘,,Уждает клетку одновременно вести катаболическне про- 
to 0 (При дихании, скажем, простое окисление нсточника угле- 

СОз н Н 2О), запасая виделяюшуюся при этом свобод- 
Е^энергню  н используя ее для сопряженного осушествления 
Р^гоинчвски* стадий анаболизма.
sH Попадая в различние внешние условия, которие характеризу- 

^И^оотпетствуюшнми значениями концентрацин субстратов и 
угих псшеств среди, температури, давления и рН, клетка ви- 

^Едена в большей или меньшей степени потреблять источник 
Керода на энергетические цели, что определяется активностью 
« 'устойчивостью ферментов биосинтеза в заданном режиме су- 

Ьёствочания популяции. Тем не менее, сушествует, очевидно, не- 
■oTOpbiii абсолютний минимум потреблення источника углерода 
I, друi цх нсходннх вешеств, определяемий законом сохранеиия 
масси Д л я  накопления биомасси этот абсолютний минимум 
определяется виражением

2 \ ',S , — * АСБ + 2v'/P//. (5.4)
/ - 1

Понятно, что такой процесс не может сушествовать реально, 
т. к. булст эндэргоническим, но он отражает стехиометрию ана- 
болмескнх процессов, рассматриваемих как единое целое. А з 
тех случаях, когда параллельно или последовательно с ростом 
образуются и другие продукти Р/", стехиометрическое вираже- 
ние (5 4) должно бить дополнено

2v("Si —*■ 2 v i" P " . (5.5)(-1 / - 1

I  Р|зность между эмпнрическим стехиометрическнм уравнени- 
^■(8.1) ц виражениями частичного баланса (5.4) и (5.5) состав- 
•!яет стехнометрическое описание чисто катаболнческих реакцнй

2 V('"S| —  ^"со- • C02+v" 'h,o • н20+ .... (5.6)1-1 ’
iiiiu Лн с*1ожпь1х субстратов уравненне (5.6) может учитивать и 
прол ,|*)0ДУКТЬ|. 110 в простейшем случае для аэробних процессов 
nPoTBK ;iMl1 оказЬ1Ваются юлько диоксид углерода и вода. На- 
CMbic h’ u а,1аэРобних процессах виражение (5.6) может не иметь 
Йой 1Юск°льку, например, прн брожении источником свобод- 
Ура - ;1,е1)гни является разрушение субстрата — глюкози — по 
Р °б И()л " Ию тнпа (5.5). Рассмотрнм стехиометрню некоторих мнк- 

£ 0гических процессов на примерах.
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По литературннм данним, элементннй состав абсолютно су. 
хой биомассн мнкроорганнзмов определяется прнродой микро- 
организмов и практически одинаков для всех дрожжей, всех бак- 
терий и т. д. Так, АСБ дрожжей содержит по массе 46,0% угле- 
рода, 6,8% водорода, 8,8% азота, 33,1% кислорода и 5,3% золм, 
что соответствует простейшей формуле CHi,7eNo,ieOo,5*. Элеменг- 
ннн анализ бактерий дает среднее содержание по массе углерода 
48,2%, водорода 7,2, азота 9,7, кислорода 27,4, золн 7,5%, т. е.' 
бномасса имеет простейшую брутто-формулу CHi,79No,i7 0 o,43. !

Многочисленнне исследовання аэробного роста дрожжей рода 
Candida на глюкозе показали, что максимальное значение эко«| 
номического коэффициента в этом случае составляет 0,51, т. е. 
иа 1 г АСБ тратится 1,95 г глюкозн, а продуктами оказнваютсЯ 
практически исключительно СОг и НгО. Это позволяет записать 
стехиометрическое уравнение бносинтеза (для приведенного внше 
среднего состава дрожжей):

0,0109свн,20,+0,0063мн40н+0,02640, —►
— v АСБ (1 r)+0,0282C 02+0,0481H20 .

Минимальннй расчетннй расход глюкозн на построение био- 
массн — уравнение (5.4):

0,0062CeHlsO6+0,0063NH4OH - ч -  АСБ (1 г)+0,0199Н 20+ 0 ,001802.

Появление в правой части этого формального уравнения водн 
и кнслорода объясняется просто различннм элементннм соста- 
вом нсточника углерода — глюкозн н биомассн. Уравнение (5.5), 
дополняюшее зависимость (5.4) до стехиометрической, имеет в 
этом случае вид

0,0047С6Ни06+0,02820: —  0,0282H2O+0,0282COj.

Анаэробннй процесс преврашения глюкозн дрожжами в эти- 1 
ловь1Й спирт и СОг приводит к накоплению 21 г АСБ прн превра- 
шенни 1 моль глюкозн. Миннмальное расходное уравнение (5.4) 
остается таким же, как приведено внше, однако отсутствне кис- 
лорода в числе продуктов брожения указнвает, что часть глюко- 
зн окисляется, очевидно, до С02 и Н20:

0,0003C*H120 6+0,00180j — ► 0,0018COj+0,0018HjO,

а остальная преврашается в этанол и С 02:
0,041 lC6H,jOe — ► 0,0822CjH5OH+0,0822COj .

Суммарное стехиометрическое уравнение имеет вид 
0,0476C,H,jO,+0,OO6 3 NH4OH —  АСБ (1 г )+0,0822CjHsO H + 

+ 0 ,0840c0 j+ 0 ,0217HjO.

Д л я  сравнения рассмотрим стехиометрнческое описание важ- 
нейшего промншленного процесса производства белка однокле-
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точнь1х внрашиванием кормовнх дрожжей иа жидких парафинах. 
Ца примере гексадекана н-С|вНз4 показаио, что экономический 
коэффнциент достигает в этом случае значения Y=l,03. С учетом 
молекуляриой массн н-гексадекана и среднего состава биомасси 
дрожжей получаем стехиометрические уравнения

О.ОО^ЗСцНл+О.ООбЗХН^ОН+О.ОббЗОг —
— ► АСБ (1 г) +0,031 0COj +0,0558HjO.

При этом формальное уравнение минимального расхода име-
ет вид

0,0023C„Hj4+0,0063NH40H+0.018202 —  АСБ (1 г)+0,0225НА

а доля гексадекана, подвергаюшаяся окислеиию, определяется 
виражеиием

0,0020С16Нз4+0,048102 — 0,0310с02+0,0333н20.
Стехиометрические уравнеиия микробиологических процессов 

позволяют иайти расходнне коэффициеити по вспомогательннм 
всшествам и теоретические внходн продуктов. Так, при аэроб- 
ном культивировании дрожжей иа глюкозе расход кислорода со- 
ставляет 0,0264-32 = 0,845 г на 1 г АСБ, а внход диоксида угле- 
рода — 0,0282-44 = 1,24 г на 1 г АСБ. Для культнвироваиня на 
н-гексадекаие соответствуюшие величиин составляют 0,0663-32 = 
= 2,12 г кислорода на 1 г АСБ и 0,0310-44 = 1,36 г С02 на 1 г 
АСБ.

Стехиометрическое уравнение позволяет ответить еше на один 
важнейший для промншленной практикн вопрос: каков тепловой 
эффект брутто-процесса ферментации? В соответствин с законом 
Гесса тепловой эффект ДН  может бнть рассчнтан по теплотам 
сгорания биомассн ( Л Я сг) л с б , нсходннх вешеств (\ H cr)s и про* 
дуктов (ЛЯ сг) р*

п т
ДЯ = 1  v,(AWcr)s -  (Д//сг)дсб-2 v/(A//cr)p. (5.7)

В ответственннх случаях теплоту сгорання абсолютно сухой 
биомассн находят экспериментально калориметрическими мето- 
дами. Для приблнженннх расчетов можно с достаточной точ- 
ностью принимать, что теплота сгорания определяется вндо.м мик- 
роорганнзмов. Для клеток дрожжей среднее значение ДНсг со- 
ставляет —20,4 кДж/г АСБ, для бактерий эта величина равна 
—21,0 кДж/г АСБ.

В термохимических расчетах обнчно используют не теплотн 
сгорання, а стандартнне теплотн образовання реагентов ДiH °29i, 
которне невелики по абсолютной величине, что увеличивает точ- 
иость расчета. В микробиологических процессах соответствуюшее
9— 1149 129



5.1. Тепловой эффект (в кДж/г АСБ) аэробного культивирования 
дрожжей и бактерий в различммх средах

ТспловоЯ Дрожжи Вахтерии
зффект Глюкоэа 1 г̂аиол Ацетат K-C|tHl4 Метаи | Метанол

Расчет
Экслеримент

— 11.02
— 9,97

— 18,60
— 18,44

— 19,48
-19,90

—24,85
—26,19

-34,19 —35,91 
— —34,90

расчетное уравнение имеет вид

“  2v/ (Д///°2«*) р +  (A/W°2*«) д с б  — 1М Ь Н *т )% . (5.8)/-I /-1
Условная величина теплотн образования бномассн дрожжей и 
бактерий может бнть внчислена по известинм даиннм о тепло- 
тах сгорания на основании стехиометрических уравиений, если 
нзвестнн тепловие зффектн процессов. Используя литературине 
данние по теплотам мнкробиологического синтеза иа различинх 
субстратах, можно показать, что условная теплота образовання 
абсолютно сухой биомассн дрожжей и бактернй AfH°29B колеб- 
лется от —2,72 до —2,76 кДж/г АСБ. Этой велнчиной удобчо 
пользоваться в расчетах, которне показнвают вполне удовлетво- 
рительное совпадение с экспериментом, как это видно из приве- 
денних данннх в табл. 5.1.

Для сравнения укажем, что тепловой эффект при спнртовом 
броженнн составляет —0,75 кДж/г АСБ для дрожжей, а при гли- 
колизе — 1,88 кДж/г АСБ для бактерий.

§ S.2. Энергетическая эффективность процессов 
микробиологического синтеза

Значительнне различия между минимальннм — по закону со- 
хранения массь!— и фактическим расходом субстрата в микро- 
биологнческих процессах, т. е. несовпадение уравнений (5.4) и 
(5.1), представляют основную трудность не только при стехио- 
метрнческом, но и при энергетическом описании процессов бно- 
технологни. Денствительно, хотя ясно, что «перерасход» субстра- 
та — источннка углерода и энергии по сравненню с мнннмумом 
является неизбежннм следствием того, что многне анаболнческне 
реакцин эндергоничнн по своей природе и протекают т о л ь к о  
как сопряженние, затруднительно ответить на воирос, какое 
нменно колнчество свободной энергии необходимо клеткам для 
покрцтня энергетическнх затрат на биосинтез, включая н так на- 
знваемне затрати  на поддержанне.

Этой проблемн прямо или косвенно коснулось большое число 
исследователен, предложивших разнне подходн к ее решению, 
но, к сожалению, большинство из них не делают разницн между



энергией вообвде и свободной энергией Гиббса. Ни у кого, по-ви- 
димому, не возннкает сомнений в том, что микробиологический 
процесс, в результате которого субстрат и вспомогательнне ве- 
шества преврашаются в бномассу вследствие утилизации клет- 
ками и их деления, не может идти по типу химической реакции 
со стехиометрией типа (5.4). Тем не менее, имеются публикации, 
аитори которнх уверенн, что теплотн сгорания субстрата и био- 
массн определяют энергетику микробного синтеза, и даже допу- 
скают, что в соптимальном» режиме вся «энергия» субстрата, 
измеряемая теплотой ero полного окисления, может перейти в 
такую же «энергию» биомассн. Часто эти взглядн основнвают 
на известннх с 30-х годов данннх о том, что изменение энтальпии 
(тепловон эффект) при окнслении оргаиических соединений, от- 
иесенное к количеству связей С—О и Н—О, возникших в ходе 
окнсления, прнблизительно постоянно и мало зависит от природн 
субстрата.

В первом приближении можно считать, что теплота сгорания 
пропорцнональна так назнваемому числу доступннх электронов, 
т. е. тому колнчеству валентннх электронов, принадлежавдих ато- 
мам углерода и водорода, которне образуют связн с атомами 
кнслорода (переносятся на кислород) при сгорании. Расчет этой 
велнчинн исходит из эмпирической формулн соедннения CnHmOtf 
и по правилу «число доступннх электронов» равно 4т  + п— 2 р.

Таки.м образом, у гексадекана С 16Н34, например, это чнсло 
равно 4-16+34 = 98, а для биомассн дрожжен состава C H |j8Oo.r,4 

(без учета азома)— 4+1,78—2-0,54 = 4,7. Допушенне о том, что 
сохранение энергии достигается при полном перенесении «химн- 
ческон энергии» субстрата на биомассу, сводится к тому, чтобн 
теплота сгорания биомассн и минимально необходимого количе- 
ства субстрата совпадали. Это означает, что на 22,4 г биомассн 
(12+1,78+0,54-16) должно приходиться 4,7-226/98=10,8 г гексл- 
декана, т. к. нменно это его количество содержнт доступннх элек- 
тронов столько же, сколько их найдено для биомассн.

На основании таких расчетов делается внвод о том, что ми- 
нимально необходимни расход гексадекана при культивированни 
дрожжей составляет 10,8/22,4 = 0,48 г/г АСБ, а реальная величи- 
на 1 /Y =1/1,03=0,97 г/г АСБ завншена вследствие «непроизводн- 
тельннх» затрат субстрата, причем «энергетический» КПД  бно- 
синтеза составляет 0,48/0,97 = 0,49, т. е. 49%. Обрашает на себя 
внимаиие в первую очередь тот факт, что рассчитанннн таким 
образом миннмальннн расход субстрата — 0,48 г/г АСБ — мень- 
ше даже стехиометрически иеобходимого 0,0023-226 = 0,52 г/г 
АСБ, т. е. противоречит закону сохранения массн.

Другим очевидннм недостатком рассужденнй об энергетиче- 
ском КПД  является противоречие опнту органической химин. 
Легко проверить, что для любон органической реакцни правило
9* 131



сохранения числа доступннх электронов вьтолняется автомати-Я 
чески (газообразному кислороду надо при этом приписать —4 до-Я 
ступних электроиа), однако иикто не берет на себя смелость ут-1я 
верждать, что при этом сохраняется и энергня, понимаемая к а к !  
сумма теплот сгорання. Действительно, такое абсурдное требова-И 
нне озиачало бн, что тепловие эффекть! всех органнческих реак-Я 
ций должнм бьиь равни иулю.

С термодинамнческой точки зреиия такои подход, иа которомЯ 
основано вичисление энергетического КПД  микробиологическогоШ 
сиитеза, представляет собой попитку использовать закон сохра-Я 
нения энергни при полном пренебрежении вторим иачалом тер-Я 
модинамики. Естественно, приводимие в литературе оцеики энер-1 
гетического КПД  по этому методу дают значения расходнихЯ 
коэффнциентов по сирью, резко заииженние по сравнению с ре~И 
альними.

Определенний интерес представляют работи, где дается оцен-1 
ка возможного расхода энергетнческого субстрата иа основаннн I  
сведенин о биохимических путях его превравдення в катаболиче-1 
скнх процессах. Так, в результате исследований ио биохимии ди- I  
хательной цепн установлено, что окисление глюкози сопровожда- 1 
ется накоплеиием 38 моль АТФ на 1 моль превравденной глю- I  
кози:

С .Н „0 в+602+38АДФ+38Ф — *- 6С02+6Н20+38АТФ, (5.9) I

а гликолнз или спиртовое брожение приводят к появлению лишь I
2 моль АТФ на 1 моль превравденной глюкози:

С.Н„Ов+2АДФ+2Ф — *• 2СНэСНОНСООН+2АТФ, (5.10)
С«Н„0,+2АДФ+2Ф — v 2С2Н50Н+2С02+2АТФ. (5.11)

К  сожаленню, точних сведеннй о расходе АТФ в эндэргоииче- 
ских реакциях синтеза пока недостаточно, имеются лишь прибли- 
женние брутто-оценки расхода АТФ на бносинтез 1 г биомассм 
(0,09—0,1 моль АТФ на 1 г АСБ). Очевидно, последнее затруд- ] 
няет расчети и делает их сугубо оцеиочними. По мере расшире- I 
иня наших знаний о механизме биосиитеза клеточних структур 
такой подход будет представлять все больший практический ия- 1 
терес.

В настоявдее время имеются лишь ограниченние возможиости | 
энергетического описания процесса микробиологического сиите- j 
за как целого. Одна из трудностей здесь заключается в невоз- j 
можности в большинстве случаев получить сведения о текушнх j 
концентрациях реагеитов в клетках, что прнводит к необходи- I 
мости давать оценки на основании стандартного \G°.

Прежде всего, можно поставить вопрос об эффективности ути- j 
лизации клетками свободнои энергии, висвобождаюшейся при < 
протекаиии катаболических процессов. В частности, если при
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аЭробпом росте на глюкозе пакопление АТФ идет по схеме (5.9), 
;0 рассчитанная ранее для окисления глюкози величина AG° = 

2873,7 кДж/моль должна бнть соотнесена с накоплением з 
этом процессе 38 моль АТФ. Таким образом, на синтез 1 моль 
\ Т Ф  «расходуется» —2873,7/38 =—75,6 кДж/моль АТФ. Процесс 
гликолиза оказнвается — уравнение (5.10) — в этом смнсле более 
«экономичннм». При обвдем AG° = — 133,1 кДж/моль накаплива- 
еТСя 2 моль/АТФ, т. е. на кажднй из них затрачено — 133,1/2 = 
= —66,5 кДж/моль АТФ. Напротив, спиртовое брожение проте- 
кает по уравнению (5.11) с внделение.м A g °  = —230,5 кДж/моль; 
таким образом, на 1 моль АТФ внделяется — 115,2 кДж/моль 
АТФ-

Разбиение стехиометрического уравнения (5.1) на две части, 
\ словно описнваювдие анаболические и катаболические процес- 
cbi — уравнения (5.4) и (5.6)— позволяет использовать послед- 
мсе уравнение для нахождения мерн эффективиости затрат сво- 
бодной энергии на биосинтез. Независимо от конкретннх путей 
анаболизма и катаболизма для термодинамических расчетов 
можно счнтать, что минимальное расходное уравнение (5.4) опи- 
сьгвает брутто-стехиометрию всех процессов синтеза, приводяших 
к образованию биомассн. К  сожалению, провести расчет изме- 
иения свободной энергии для этого уравнения не представляется 
возможннм из-за отсутствия данннх по энтропин или свободной 
энергии образования биомассн. Тем не менее, субстрат—источ- 
ник энергии, израсходованной по уравнению (5.6),— иодвергся 
преврашению в диоксид углерода и воду по вполне определенннм 
реакцням (днхание, брожение и т. п.), в ходе которнх протекали 
сопряженнне процессн накопления макроэргических соедннений. 
Таким образом, даже не рассматривая конкретного количества, 
например АТФ, синтезированного в катаболических процессах, 
можно утверждать, что свободная энергия, внделившаяся при 
катаболнзме, бнла закономерно преврашена клеткой в макро- 
эргические соединения и далее использована в эндэргоннческих 
стадиях анаболизма.

Приведеннне внше рассуждення позволяют сделать внвод о 
том, что изменение свободной энергии по реакции (5.6) является 
характеристикой всей совокупностн метаболических путей для 
ланннх клеток в заданннх условиях, и эта характеристика пока- 
знвает, какое количество свободной энергии, внделнвшейся при 
катаболизме, «имели в своем раопоряжении и израсходовали» 
клетки в ходе размножения и роста популяцни. Результатн по- 
добинх расчетов для различннх случаев прнведенн в табл. 5.2.

Табл. 5.2 иллюстрнрует, насколько велики различня в эффек- 
тивности использования той свободной энергии, которая внсво- 
бождалась и бнла частично утилнзирована клетками в катабо- 
лнческих реакцнях. Это может бнть следствием неэффективности
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S.2. Удельнмй расход свобояной экергии иа биосинтез
при росте микроорганизмов на рагличньах субстратах

Расход

Дрожжи

дкхвнне
брожение

ДЬ|>анУспирто-
вое

глико-
лиз

C,H,OH CH COOH к СцНч | глюкоза СН.ОН | с

Субстрата, 
г/г АСБ 
обвднй
на катабо- 
лнзм

Удельний
AG,C.
кДж/г АСБ

1.47
0,61

2,78
1,55

1,23
0,71

1,96
0,85

7,46
6,35

7,26
6,15

— 17,5 —22,5 —32,4 — 13,6 —9,3 —5,3 —25,2 - м

самого катаболнзма, когда при том же количестве окисленА) 
субстрата виход АТФ или других микроэргических соединеХ 
иеодииаков. Известно, например, что при спиртовом брожеЖ 
дрожжи Saccharomyces cerevisiae используют путь Эмбден»— 
Л\енергофа и накапливают 21 г биомасси на 1 моль сброженвд! 
глюкози, тогда как бактерии Zymomonas mobilis преврашавг 
глюкозу по пути Энтнера—Дудорова, сбраживают то же коли^ 
ство субстрата с образованнем 8,6 г АСБ, что дает величиву 
удельного расхода свободной энергин —25,3 кДж/г АСБ по сра»- 
ненню с —9,3 кДж/г АСБ в первом случае.

Данние табл. 5.2 ясно показивают также, что единственнЛ 
мерилом энергетической эффектнвностн любого процесса бн о сн  
теза является удельний расход субстрата. Чем меньше эта в е »  
чнна, тем «лучше» протекает метаболизм и биосннтез в целоВ 
Этот вивод основан на том, что в любих условиях для опрев! 
ленной культури расход субстрата на построение клеточи^И 
структур — уравнение (5.4) — не меняется, т. к. не меняется эЛв 
ментний состав биомасси. Все колебания обшего расхода и э 1*  
номического коэффициента объясняются возрастаннем нли у б в  
ваннем расходов на энергетическое обеспечение э н д э р г о н и ч е с к ш  
реакций, необходимих для сннтеза клеточних структур при Д« 
ленин илн для поддержания клетки в жизнеспособном со сто ян и ш  
Неоптнмальний подбор условий культнвировання потребует У^И 
личения рас.хода субстрата на энергетнческое обеспечение 
теза п на поддержание. Приближение к оптнмальному реЖИ>И 
ирнведет к снижению нецелесообразних энергетических расхоДв 
и, как следствие,— к росту экономнческого коэффнциента. 
вивод подтверждается экспериментальними данними о Р °^ И  
расходннх коэффициентов по сирью при культивнрованни М *
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■  |П,3мов в отличаюшихся от оптимума условиях: рН средм,

той^вариант описания энергетики микробиологических про- 
основан на использовапин уравнения AG° = AH °—ТД8° 

иесС° ” счетов по стехиометрическон зависимости (5.1). Нахожде- 
дл*  L „ noBoro эффекта — изменения энтальпии А Н °—  для процес- 
®ие мцкробнологического синтеза описано више и не представ- 

>сов ■ ̂  ,да Проблема заключается в этом случае в нахождении 
ЛсоТ поскольку  процесс заведомо необратим, а сведений по эн- 

’L  биомасси в литературе нет. Представляется возможним 
ТР° ве менее дать оценку обшего изменения энтропии ДБ»0 на 
F rf fellIIH стехиометрического уравнения (5.1) и табличних дан- 
Жд^по Лбсолютним энтропиям всех субстратов и продуктов, кро- 

Ш  биомасси. В приведенних ниже расчетах не принималось во 
К|мание также преврашение источника азота в азот биомасси, 
Г  к Ьанние по абсолютной энтропни NH3 в водном растворе н*;- 

Ьдежни, а содержание азота в биомассе очень невелико, и им 
Ьопуетнмо иренебречь. В приведенних ниже уравнениях в левой 
Ьасти опушено 0,0063 и 0,0069 моль NH4OH соответственно для 
Ьрожжсй и бактерий; в правой части следовало 6u добавить 
0,0158 и 0,0173 моль Н20.

Привсденние в табл. 5.3 расчети при всей их заведомой не- 
точности позволяют сделать некоторие виводи. Прежде всего 
обрашает на себя внимание отрицательное значение AG° во всех 
без ясключения случаях. Следует учесть при этом, что в расчет 
нс вьпючали нензвестную абсолютпую энтропию биомасси, ко- 
торая тем не менее очевидно, иоложительна, т. е. оценка ДG° в 
табл, 5.3 занижена по абсолютной величине.

Второе, что обрашает на себя внимание при рассмотренни 
табл, 5.3, это некоторая связь полученной оценкн ДG° с частотой 
встречасмостн данного типа процессов. Относительно небольшие 
•еличини AG° характерни для роста микроорганизмов на глюко- 
Р* (з варнантах дихания и брожения) и на этаноле. Отметим, 
f o  большое колнчество видов способно нспользовать глюкозу в 
рачест:v единственного источника углерода н энергин. Уместно 
№|Же вспомннть о сушествовании известного явления катаболит- 
У и  речрессин. когда потребление глюкози предпочтительно по 
■'ввнению со всеми другими субстратами.
вактм2*>ЖЖи’’ УтилизиРУ«°шие алкани, уксусную кислоту, а также 
PacTv^111 МстилотРофи> встречаются реже, чем микроорганизми, 
ко ) 14110 на глюкозе и этаноле. Для первих характерно несколь- 
"^35 'ктт0 ВЬ1сокое отрицательное значение ДG° (от —25 до 
йЬ1с ')я ^СБ). Совсем редко встречаются культури, способ- 
в cnenul" " а изопРопаиоле. Для водородиих бактерий, живуших 
AG° -гак Ическнх условиях, оценка нзменения свободной энергин 

r  Же лает большую отрицательную величнну. Не преуве-
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5.2. Удельнмй расход свобозной энергии на биосиитеэ
при росте микроорганизмов на различнмх субстратах

обший 
на катабо- 
лизм

Удельний
AG»°.
кДж/г АСБ

1.47
0,61

2,78
1,55

1,23
0,71

1,96
0,85

7,46
6,35

7,26
6,15

2.44
1,15 0,99

0.3'
— 17,5 —22,5 —32,4 — 13,6 -9 ,3  —5,3 —25,2 - ц 7

самого катаболизма, когда при том же количестве окисленнЬ 
субстрата виход АТФ нли других мнкроэргическнх соединеЖ 
неодннаков. Известно, напрнмер, что при спиртовом брож еЯ  
дрожжи Saccharomyces cerevisiae используют путь ЭмбденЖ 
Мейергофа и накапливают 21 r биомасси на 1 моль сброженар! 
глюкози, тогда как бактерии Zymomonas mobilis превраодают 
глюкозу по пути Энтнера—Дудорова, сбражнвают то же колиф 
ство субстрата с образованнем 8,6 r АСБ, что дает величиву 
удельного расхода свободной энергии —25,3 кДж/r АСБ по сра»* 
нению с —9,3 кДж/r АСБ в первом случае.

Даиние табл. 5.2 ясно показивают также, что единственнЛ 
мернлом энергетнческой эффективностн любого процесса бносД 
теза является удельний расход субстрата. Чем меньше эта в е Л  
чина, тем «лучше» протекает метаболнзм и биосинтез в целЛ  
Этот вивод основан на том, что в любих условиях для опрев 
ленной культури расход субстрата на построение клеточиЯ 
структур — уравненне (5.4) — не меняется, т. к. не меняется з Я  
ментний состав биомасси. Все колебания обшего расхода и эмИ 
номического коэффициента объясняются возрастаннем или уб »  
ианием расходов на энергетнческое обеспечение э н д э р г о н и ч е с к и  
реакцнй, необходимих для синтеза клеточних структур прн ДЯ 
ленин или для поддержания клетки в жизнеспособном с о с т о я н н д  
Неоптимальний подбор условий культивироваиия иотребует у *в  
личения расхода субстрата на энергетнческое о б е сп е че н и е  c f l  
теза и на поддержание. Приближенне к оптнмальному реЖИШ 
приведет к сннженню нецелесообразних энергетических расхоДШ 
н, как следствне,— к росту экономического коэффициента. 
вивод подтверждается экспериментальннми данннми о Р °~ Я  
расходннх коэффициентов по снрью прн к у л ь т н в н р о в а н и и
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I  . ццзмов в отличаюшихся от оптимума условнях: рН среди, 
J T  аТура и т. д.

** п \той вариаит описания эиергетики микробиологических про- 
,ч-|юван на использовапнн уравпения А С °  = ±Н°—ТД5° 

цсСС<',асчетов по стехиометрическон зависимости (5.1). Нахожде- 
V *  1плового эффекта — изменеиия энтальпии Д Я °— для процес-
■  ^робнологического синтеза описано више и не представ- 
Y °ST т;1уда. Проблема заключается в этом случае в нахождении 
ЛсСо поскольку  процесс заведомо необратим, а сведеннй по эн- 
Аь *L„ бномассн в литературе нет. Представляется возможним 
ТР° ве менее дать оценку обшего изменения энтропии ASy°  на 
Кмванпн стехиометрического уравнення (5.1) и табличннх дан- 
00х по абсолютннм энтропиям всех субстратов и продуктов, кро- 
Е> биомассн. В  приведенинх ниже расчетах ие принималось во 
Киманне тпкже превраодеиие источника азота в азот биомассн, 
I  к данние по абсолютной энтропии NH3 в водном растворе ие- 
Жде*нн, а содержание азота в биомассе очень иевелико, и им 
Спустимо пренебречь. В приведенннх ниже уравнениях в левой 
Састн опушено 0,0063 и 0,0069 моль NH4OH соответственно для 
дрожжсй и бактерий; в правой части следовало бн добавить 
0,0158 и 0,0173 моль Н20.

Прнведеннне в табл. 5.3 расчетн при всей их заведомой не- 
точности позволяют сделать некоторне внводн. Прежде всего 
обрашаот на себя внимание отрицательиое значение AG° во всех 
без шсключения случаях. Следует учесть при этом, что в расчет 
не включали нензвестную абсолютную энтропию биомассн, ко- 
торая тсм не менее очевидно, положительна, т. е. оценка AG° в 
табл, 5.3 заиижена по абсолютной величине.

Второе, что обрашает иа себя виимание при рассмотрении 
табл, 5.3, это некоторая связь полученной оценки ДG° с частотой 
встречасмостн данного типа процессов. Относительно небольшие 
велнчннbi \G ° характернн для роста микроорганизмов на глюко- 
Р* (e вариантах днхания и брожения) и на этаноле. Отметим, 
■то Оольшое количество видов способно нспользовать глюкозу в 
*a'№CTiv сдинственного источника углерода и энергии. Уместно 
ркж е вспомиить о сушествовании известного явления катаболит- 

репрессии, когда потребление глюкозн предпочтительно по 
V  нению со всеми другими субстратами.
бпкт»>0ЖЖи’ УтилизиРУюшие алканн, уксусную кислоту, а также 
PacTv£|,H МетнЛ0ТР0ФЬ|. встречаются реже, чем микроорганнзмн, 
Ко бол ( На глюкозе и этаноле. Для первнх характерно иесколь- 
— 3 5  внсокое отрицательное значение ДG° (от —25 до 
Hbie пя АСБ). Совсем редко встречаются культурн, способ- 
в спецн!" Ма нзопРопаноле. Для водородннх бактерий, живуших 
ДС° ТаФическнх условиях, оценка нзменения свободной энергин 

V  Же лает большую отрицательную величину. Не преуве-
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л и ч и в а я  значепия этих виподов, можно полагать, что естествен- 
нь1 й отбор привел к преимутественному сушествованию тех мнк- 
робнмх культур, популяции которих в наименее возможной сте- 
пени снижают свободную энергию среди обитания.

В заключение отметим, что все рассмотренние више приложе- 
ння термодинамикн к процессам бнотехнологии определенно до- 
казивают необходимость и целесообразность построения стехио- 
метрических уравнений микробиологических преврашений и их 
использования как научной основи для построения материальних 
и теплових балансов, а также для описания энергетики биосин- 
теза биологически активних соединений и других продуктов.

§ 5.3. Термодинамическое описание стационарного 
состояния биотехнологических систем

Одним из важних достижений термодинамикн необратимих 
процессов является описание особих свойств откритих систем, 
находяшихся в стационарном состоянии. Переход таких систем в 
состояние, когда все параметри остаются неизменними во вре- 
мени, отмечен уже давно и является экспериментально установ- 
ленним фактом. При нвизменности внешних условнй откритие 
системи приходят в так називаемое стациоиарное состояние, ког- 
да концентрацня всех компонентов, а также все термодинамиче- 
ские характеристики системи не изменяются во времени. Изме- 
нение внешних условий визивает переход откритой системи нз 
одного стационарного состояния в другое.

Эти принципи могут бить использовани для описания отдель- 
них химических или биохимических реакций, если они осушест- 
вляются в проточних реакторах непреривиого действия. Однако 
особеино интересио их использование для термодинамического 
объяснення некоторих свойств микробних клеток, популяций и 
даже более сложних организмов, которие били известни ранее 
из биологических экспериментов.

Рассмотрим клетку как некоторую откритую систему, в кото- 
рой протекает последовательная цепь из k биохимических пре- 
врашеиий:

1 2 3 *—i *
Si — ► М — *- N — ► ... — *■ Р — ► Q. (5.12)

Для сушествования такой клетки как откритой системи ха- 
рактерно наличие постоянного потока исходного вешества (суб- 
страта) S i  из внешней среди внутрь системи Sbh-*-SKj, и непре- 
ривное удаление конечного продукта метаболизма Q из клетки 
во виешнюю среду QM-^Q»H.

При достижении системой стационарного состояния концент-
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рацин всех компонентов ( S i ... 
ся  ПОСТОЯН1ШМИ:

d l S l^  <*[М]кл

Q) внутрн клетки будут оставать.

d[QU
dx dx dx

= 0.

Это возможно только в том случае, когда скорость появления 
каждого вевдества в системе будет равна скорости его расходо. 
вання. В эту систему равенств должни включаться, естественн.
и скорости переноса S| и Q, т. е. ^ f 1* и d'}?~ ■ Из условия
стацнонарности следует

dlS,]^ ‘US,]
dx

< *[М ]кЛ
dx

dx

t’i —  f* =  0;

•fi = 0;

d[Q]K
dx

v*. — d,lQ I
dx

= 0,

(5.13)

причем обозначение обобвденних скоростей по стадиям t>, отве-] 
чает схеме (5.9).

Все протекаюшие в такой системе процесси связани, т. к. 
продукт предидушей стадии является исходним веадеством для 
последуюшей, т. е. ко всей системе в целом можно применить 
неравенство

diS
т - L - = * 2 A , v t> 0 ,  

dx l
нз которого получается конкретное виражение

<US.l d,[0]
As +Л|Г1+И,о,+ ...  >  0.

dx dx
(5.14)

По условию (5.13) все скорости отдельних стадий равни и 
могут бить обозначени через v, тогда из (5.14) следует

( Л з + Л 1 + Л 2 + . . . . + i4 | ,+ i4 ( ) )o > 0 .  (5 .15 )

Расчет сродства на каждой из стадий должен производиться 
по обвдему правилу: сродство процесса равно разности химиче-1 
скнх потенциалов нсходних ветеств и продуктов, тогда

>4s— (ns)«n — (цз)кл;
(Ц з )кл  -■ (Ц м )кл ! (5 .1 6 )1
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Проведя суммирование в скобках уравнения (5.15) с учетом 
р  16) получим окончательно

[(H s).. —  (цч).- ]о> 0. (5.17)

Это означает, что обвдее сродство сложной системц последо- 
0ательних стадий переноса и биохимнческого превравдения в от- 
крнтой системе (клетке) равно сродству обобшенного процесса

S в. —► Q.h, (5.18)
заключаюшегося в преврашении субстрата S| из внешней среди 
н цродукт Q во внешней среде.

Из обшего вмражения изотермн Вант—Гоффа

n « v'
—Ao-AG*—  RT ln K+RT In У-1

П-
(-1 Aj

.lei ко наити связь сродства с начальними и конечними концен- 
трациями реагентов:

^ ^ Ш Ш Ш  п
k £L-LAo = RT ln

l- l

(5.19)

где и agj — активиости исходних вешеств и продуктов в сте-

(5.18)

(' ( в о ) . н /

мюметрических степенях.
Для обобшенного процесса (5.18)

A o ^ R T  ln (5.20)

т. е. обшее сродство процесса однозначно связано с активностя- 
ми субстрата н продукта во внешней среде. Таким образом, в ста- 
цнонарном состоянии движушая сила преврашения — сродство — 
определяется не только природой реагентов, но и количествэм 
(активностью) исходного вешества и продукта во вн еш н ей  
с|>еде. Это является термодинамическим обоснованием влияния 
йнсшней среди на протекание биохимических процессов в откри- 
Tbix снстемах — клетках,— хорошо известного из прямих биоло- 
гическнх экспериментов.

Более подробное рассмотрение стационарних состоянин от- 
kPutux систем позволяет дать представление об особих термо-
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1: П
динамическнх свойствах такнх состояний. Для этого удобно ис- 
пользовать так називаемие феноменологнческне соотношенн; 
основанние на обобшенних понятнях снли (сродства) н скорос 
(потока) для сопряженних процессов.

Вводя обозначення сили Х = А/Т н скорости (потока) / = vt 
получнм для любого необратнмого процесса

^ - _ i y =  X / > 0 . (5.21)

Еслн процесс состонт нз несколькнх сопряженних стадий, 
^ - S X / / ,;  в простейшем случае при двух сопряженних ста- 

диях
dt s '- L  -Х.Л+Х,/,. (5.22)ai

Как уже отмечалось в предидушей главе, при достиженни 
равновесия двнжушая сила процесса (сродство) обрашается в 
нуль, поэтому нулевой становится н обобшенная скорость v = 
= dl/dz. Следовательно, в равновесном состоянии Х= 0 и 1=0. 
При отклонении системи от равновесного состояния процесс опи- 
сивается уравненнем (5.22). В этом случае при достаточно ма- 
лих отклонениях от равновесия можпо показать наличие лиией- 
ной связи потока (скорости) каждой из стаднй с движушими 
силами

/ , - / . „ X , + / . , , X , .  J  1

Коэффициенти в системе уравнений (5.23) називают феноме- 
нологическими; очевидно, они определяют характер, глубину
взанмосвязи двух сопряженних стадий в обшем процессе. Под- 
становка (5.23) в (5.22) дает виражение

d/S/rft—L||Af|*+ (^.1,+/.,l)■X|J(,+^.5,X,, >0. (5.24)

Доказнваемая в развернутнх курсах термодинамики необра- 
тнмих процессов теорема Онзагера утверждает, что для любнх 
двух сопряженннх стадий

L it - L tl, (5.25)

т. е. влияние первого процесса на второй, сопряженннй с ннм, 
такое же, как и обратное влияние второго процесса на первнй. 
С учетом равенства (5.25) предндушее неравенство приобретает 
вид

rf(S/dT-L„X,‘+ 2 L „^ tX,+/.12XJ‘ >0. (5.26)
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Изменение эитропии, визванное необратимогью процессов 
внутри системь! diS, входит в (5.26) в виде проюводной по вре- 
мени, которую принято називать скоростью ежесекундного при- 
рашения энтропин. Можно рассмотреть зависинхть этой вели- 
чини от движушнх сил отдельних стадий Х\ и I2, найдя произ- 
воднне днфференцированием (5.26)

При достнжении системой стационарного сос~яния производ- 
мне всех ее параметров по времени обрашаюта в нуль, иначе 
говоря, /| = 0 и /2 =0, т. к. степень полнотн всех :*акций в систе- 
ме остается неизменной во времени. Система (527) определяет 
в это.м случае равенство нулю производннх велпиин d,S/dt по 
обобшенннм силам Х\ и Х2, т. е. задает условЕ» экстремума, з 
данном случае — минимума. Физнческий смнсл--ого результата 
заключается в том, что при заданннх движушх силах сопря- 
женннх стадий X| и Х2 переход открнтой системив стационарное 
состояние обеспечивает минимум ежесекундного зрироста энтро- 
пии внутри системн.

Уравнения, аналогичнне (5.27), могут бнть-лученн для от- 
крнтой системн любой сложности, в которой готекают сопря- 
женнне процессн. В связи с этим обший bhboj заключается в 
гом, что стационарное состояние клетки или ог анизма, биоло- 
гически определяемое как закон гомеостаза, обеспечивает про- 
гекание всех процессов нанболее экономично с тики зрення при-
роста энтропии внутри системн ^  =min. Б-iee того, для не
меняюшихся во времени феноменологических коэффициентов 
можно показать, что в стационарном состоянин якрнтой систе-

нарному состоянию устойчивость во времени испособность вос- 
станавлнваться после небольших случайннх в:;иушений.

С учетом полученннх внше результатов презставляет интерес 
рассмотрение внутренних и внешннх составляюсих прироста эн- 
тропии для открнтнх систем. Еслн по обозначен ю, внведенному 
ранее, dS = deS-\-diS, то

В стационарном состоянии наряду с прочимпараметрами по- 
:тоянное значение приобретает и энтропия систмн, т. е. dS/dx =

(5.27)д /<fiS\

мн вторая производная
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динамическнх свойствах таких состояний. Для этого удобно и*. 
пользовать так називасмие феноменологические соотношення, 
основанние на обобшенних понятиях сили (сродства) и скорос1 
(потока) для сопряженних процессов.

Вводя обозначения сили Х=А/Т и скорости (потока) I= v , 
получим для любого необратимого процесса

dt S А
_ L - _ y  =  X / > 0 .  ( 5 . 2 1 )

Еслн процесс состоит из нескольких сопряженних стади{
—  = 2 X/l/; в простейшем случае при двух сопряженних ста- 
dx i
диях

dt S
4 -  -X ,l,+ X ,l,. (5.22)
dt

Как уже отмечалось в предидушей главе, при достижении 
равновесня движушая сила процесса (сродство) обрашается в 
нуль, поэтому нулевой становится и обобшенная скорость v- 
= d%ldi. Следовательно, в равновесном состоянии Х=0 и 1 = 0. 
При отклонении системи от равновесного состояния процесс опи- 
сивается уравненнем (5.22). В этом случае при достаточио ма- 
лих отклонениях от равновесия можно показать наличие линей- 
ной связи потока (скорости) каждой из стаднй с движушими 
силами

/ t - К * А.  I

Коэффициенти в системе уравнений (5.23) називают феноме- 
нологическими; очевидно, они определяют характер, глубину
взаимосвязи двух сопряженних стаднй в обшем процессе. Под- 
становка (5.23) в (5.22) дает виражение

diS/dt—Z .| |X | , - f- (/ . iH “ / - j i )^ i^ » + / - 2 j^ j J > 0 .  (5.24)

Доказиваемая в развернутих курсах термодинамнки необра- 
тимих процессов теорема Онзагера утверждает, что для любих 
двух сопряжешшх стадий

L it-L u ,  (5.25)

т. е. влияние первого процесса на второй, сопряженний с ним, 
такое же, как и обратное влияние второго процесса на первий. 
С учетом равенства (5.25) предидушее неравенство приобретает 
вид

d t S /d i- L n X S + iL r f J t + L r iX t iX ) .  (5.26)
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Изменение энтропии, визванное необратимогью процессов 
внутри системн diS, входит в (5.26) в виде проюзодной по вре- 
мени, которую принято називать скоростью ежесекундного при- 
рашения энтропин. Можно рассмотреть зависиихть этой вели- 
чинн от движутих сил отдельних стадий Х\ н i :. найдя произ- 
воднне дифференцированием (5.26)

При достнжении системой стационарного сосшиия производ- 
ине всех ее параметров по времени обратаютав нуль, иначе 
говоря, /|=0 и /г = 0, т. к. степень полнотн всех :«акций в систе- 
ме остается неизменной во времени. Система (527) определяет 
в это.м случае равенство нулю пронзводннх веллинн diS/di по 
обобшенннм силам Xi и Х2, т. е. задает условм экстремума, в 
данном случае — минимума. Физнческий смнсл ;-ого результата 
заключается в том, что при заданннх движушп силах сопря- 
женннх стадий Х\ и Х2 переход открнтой системмз стационарное 
состояние обеспечивает минимум ежесекундногозрироста энтро- 
пии внутри системн.

Уравнения, аналогичнне (5.27), могут бнть :лученн для от- 
крнтой системн любой сложности, в которой готекают сопря- 
женние процессн. В связи с этим обший внво: заключается в 
гом, что стационарное состояние клетки или оганизма, биоло- 
гически определяемое как закон гомеостаза, ойеспечивает про- 
геканне всех процессов нанболее экономично с пчки зрення при-
роста энтропии внутри системн ^  =min. Bjee того, для не
меняюшихся во времени феноменологических коэффициентов 
можно показать, что в стацнонарном состоянив эткритой систе-

нарному состоянню устойчивость во времени иаюсобность вос- 
станавливаться после небольших случайннх в:з«ушений.

С учетом полученннх више результатов преиавляет интерес 
рассмотрение внутренних н внешних составляксих прироста эн- 
тропии для открнтнх систем. Если по обозначе ю, внведенному 
ранее, dS = dcS+diS, то

(5.27)
д fd, S\_  ( _ L )  - 2 U X x+ 2 L J C t- 2 , t.

мн вторая производная

dS _ d t S  d,S 
d f  dx

(5.28)

B стационарном состоянии наряду с прочимпараметрами по- 
:тоянное значение приобретает и энтропия систекн, т. е. dS/dx =



= 0. Поскольку ранее била доказана неотрнцательность внутре 
нен составляюшен d,S/dx>0, то нз уравнення (5.28) витека 
очевидное неравенство

dt S^-< 0. (5.̂ 9
dS deS d,S

поскольку —— =*-- + —  = 0
dx dx dx

dt S ^
" dx~

Неравенство (5.29) имеет фундаментальное значенне для п 
нимания термодинамики взаимоотношеиия живих систем (кле- 
ток, популяций, организмов) с виешней средой. Действительно» 
условие (5.29) виполняется как в результате экзотермичносгн 
процессов (6</<0), так и опецифически для живого — вследствне 
отрнцательного энтропийного баланса матернального обмена 
внешней средой. Последнее является правилом для всех мнкро- 
организмов, не используклцих прямую солнечную энергию: энтро- 
пия субстратов оказивается заметно ннже энтропии продуктов. 
Таким образом, поглошая низкоэнтропийние вешества — глюко- 
зу, спирти, углеводороди,— микроорганизми виделяют внсоко- 
энтропнйнне лродуктн — углекислоту и воду.

В целом такое рассуждение позволяет заключить, что живне 
открнтне системн могут сушествовать в стацнонарном состоянни 
благодаря тому, что они постоянно повншают энтропию окру- 
жаюшей средн. При этом особенно важним оказивается тот 
факт, что в стационарном состоянии diS/dx мннимальна, т. е. ми-
нимальной оказнвается и абсолютная величина |-^-| = min. Эго
можно рассматривать как своего рода термодннамическое толко- 
вание сушествования живнх клеток именно в стацнонарном со- 
стоянии.

КОНТРОЛЬНЬ1Е ВОПРОСЬ!

1. Қакой вид нмеют стехнометрнческне уравнения получення бномассьг 
дрожжей н бактернй на субстратах, прнведенних в табл. 5.2? Используйте 
нмеюшнеся в ней данние о расходнмх коэффнцнентах н счнтайте, что ннкакнх 
продуктов, кроме СО* и HsO, не образуется.

2. Для предндушей задачн рассчитайте тепловне эффектн процессов, ио- 
пользуя справочние данние о теплотах образования нлн теплотах сгорання 
субстратов.

3. Какой результат дают расчети минимально необходимого расхода суб- 
страта прн культивировании дрожжей на метане и этаноле и бактерий на ме- 
таноле? Сравннте результати с формальним стехиометрическим уравнением 
синтеза (задание 1). Может ли расход субстрата бнть меньше велнчинн, 
определяемой законом сохраненпя массн?
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4. Как докаэать, что неблагоприятние изменения режима культивирова- 
н11я — смешенне рН н температури в неоптнмальную область, приводяшне к 
росту расходних коэффициентов по субстрату, уменьшают энергетическую эф- 
фективность биосинтеза?

5. Может ли ассоциативная культура нспользовать субстрат более эффек- 
тивно, чем индивидуальная популяцня? Докажите с термодннамическнх по-
зицнй.

6. Как рассчитать потребность в кнслороде дрожжей, растушнх на н-гек- 
садекане и глюкозе? Как виполннть аналогнчний расчет для бактерий, куль- 
тивируемих на метане н метаноле? Чем объясняются наблюдаемие различня? 
(Цри расчете пользуйтесь даннимн табл. 5.2 нлн задания 1.)

7. Можно ли обеспечнть эффективний рост дрожжей на и-гексадекане в 
аппарате, массообменние характернстнкн которого обеспечивают потребность 
той же культури в кислороде на 80%, если она растет на глюкозе? Возможна 
;ш обратная замена?

8. Как, нспользуя данние задания 1, оценнть значенне d.S  на единнцу 
прироста бномасси дрожжей и бактерий, культнвируемих на разлнчних суб- 
стратах?

9. Из феноменологнческнх соотношений следует прннцип миннмума еже- 
секундного прироста энтропии для откритих систем. Отражается ли это на 
материальних балансах н величине экономического коэффнциента прн росте
микроорганизмов?

10. Л\ожно ли отрнцательние значения теплових эффектов микробиологи- 
ческого синтеза (экзотермичность) рассматрнвать как потерю эиергии, полу- 
ченной клеткой прн катаболизме? Почему?

РЕКО М ЕНДУЕМ АЯ ЛИТЕРАТУРА KO ВТОРОМУ РАЗДЕЛУ

1 Б и о х и м и ч е с к а я  термодннамика/Под ред. М. Джоунс. — М.: Мир,
1982, — 374 с.

2. И в а н о в В. Н. Энергетнка роста микроорганизмов. — Киев: Наукова дум- 
ка, 1981. — 140 с.

3. К а р а п е т ь я н ц  М. X. Химическая термодинамика. — М.: Химня. — 354 с.
4 Л е и н н д ж е р А .  Биохимня. — М.: Мнр, 1976. — 957 с.
5. Н и к о л а е в Л. А. Основи физической хнмнн бнологических процессов. — 

М.: Висшая школа, 1976.— 262 с.
6 . Р у б н н  А. Б. Термодинамика биологнческих процессов. М.: Изд-во МГУ, 

1984, — 284 с.



р а з д е л

КИНЕТИКА БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ

Г л а в а  6. КИНЕТИЧЕСКОЕ ОПИСАНИЕ ФЕРМЕНТАТИВНЬ1Х ПРОЦЕССОВ

Процессн, протекаютие в присутствии биологических катали- f 
заторов — ферментов,— имеют исключительио важиое зиачение | 
в современной биотехнологни. Это объясняется не только широ- I  
ким применением ферментов, но и тем, что процессн в жнвой при-1 
роде протекают почти исключительно ферментативннм путем. 1 
Таким образом, количественное изученне и кинетическое описа-* 
ние ферментативннх реакций создают научнне основн процес-1 
сов инженерной энзимологии, а для микробиологических произ-1 
водств дают возможность обосновать внбор оптимального режи-1 
ма биосинтеза и открнвают принципиальнне пути регулирова- ] 
ния и управления жизнедеятельностью микроорганизмов.

Вопросн механизма и кннетикн ферментативннх процессов | 
сталн в последнее время предметом подробного рассмотрения в 
ряде монографнй советских и зарубежннх авторов, прежде все- 
го в работах школн И. В. Березнна, поэтому в настояшей главе ' 
обсуждаются лншь основнне прннципн исследовання и кинети- 1 
ческого описання химическнх реакций, протекаюших в присут- | 
ствии ферментов. Важное практическое значение производств, , 
используюших так назнваемне нммобилизованнне ферментн, т. е. I 
ферментн, закрепленнне тем нли нннм способом на тверднх но- ! 
сителях, заставило нас посвятнть кинетике таких процессов от- ! 
дельннй раздел. В главе 6 речь идет исключительно о нативннх 
ферментах, находяшихся в реакционной массе в состоянии гомо- 
генного раствора.

§ 6.1. Основние принципм кинетического описания 
ферментативнмх реакций

На основании обшнрного и разнообразного экспернменталь- 
ного материала в настояшее время принято считать, что превра- 
шенне субстрата S в продукт Р под действием фермента Е про- 
текает через промежуточное образование фермент-субстратного 
комплекса, которнй обнчно обозначается [E S ]. Хотя количество
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i р а зн о о б р а зи е  биохимических реакцин очень велико, ббльшая 
» .u rb из них может бить вполне удовлетворительно описана про- 
■I'оf| кинетнческой схемой. Согласно ей на первон стадни субстрат 

I j c T p o  н обратимо присоединяется к ферменту, давая фермент- 
РхЧ',стратнь1Й комплекс ES вполне определенной природи. Второй 

Стадие» реакции в простейшем случае является необратимин рас- 
С аД комплекса ES  с образованием продукта и регенерациен фер- 

ц ен та :
*i *»

E+ S  а* ES — ► Е+ Р. (6.1)*_i •
Константи скорости элементарних стадий в уравнении (6.1) 

обозначени через k\, k~\ и Лг.причем k\ относится к реакции вто- 
Р iro порядка, а £-i и ki— к реакциям первого порядка. Схема не 
отрицает возможности участия на второй стадии какого-лнбо до- 
полнптельного реагента, которий находится в большом избитке, 

L i  делает вторую стадию реакцней псевдопервого порядка.
Количественная обработка схеми (6.1) подробно рассмотрена 

n ряде работ, на основании изучения которих можно сказать, что 
с\шествуют два принципнально различаюшихся, хотя и взаимо- 
дополняюших подхода, позволяюших получить кннетическое 
уравнение, носяшее название уравнения Михаэлиса—Меитен.

Иаиболее простое допушение, принимаемое лри виводе урав- 
нення по схеме (6.1), заключается в предположении, что фер- 
мснт-субстратний комплекс все время находится в равновесии 
с исходнимн вешествами, т. е. что равновесие на первой стадии 
устанавливается очень бистро н не нарушается частичним пре- 
зрашением комплекса ES  в продукт с висвобожденне.м фермента 
в форме, свободной от субстрата. В этом случае константу рав- 
новесия первой стадин принято обозначать через Ks, относя ее, 
днако, не к образованию, а к распаду фермент-субстратного 

комплекса. Очевидно, константа нестойкости комплекса ES
/Cs-IE1 ISl/IES] (6.2)

связана c константами схеми (6.1) равенством
Ki -*_,/*!. (6.3)

Скорость ферментативного преврашения субстрата равна ско- 
ростн образования продукта, т. е. скорости второй стаднн, если 
концентрация субстрата много больше концентрацнн фермента, 
что обично и наблюдается на практике. Тогда при [ E ]0< [S ]

dlsl ldP1 «, .РС,-~dx---- s r  = b\ES\. (6.4)

где через [Е]о обозначена концентрация фермента в начальний 
момент преврашения.
Ю-1149 145



В ходе реакцни, если нет посторонних эффектов, будет с о б л »  
даться равенство

fE ].- [E ]+ [ES ], (6.5J

поскольку фермент, первоначально внесенний в реакцноннуш 
массу, будет присутствовать в нен либо в свободном виде, лнба 
в внде комплекса с субстратом.

Для преобразования уравнення (6.4) в форму, удобную для 
практического применення, необходимо виразнть концентрацшф 
комплекса ES  через концентрацию субстрата, используя уравнм. 
ния (6.2) и (6.5). Из уравнения (6.2)

[ES]-[E][S]//Cs. (6.el
а подстановка этого внражения в уравнение (6.5) дает

|Е]# = [ Е ] +
[E ] [ S ]

[Е ] K s + [ S \ (6.7)
/fs *s

Из уравнения (6.7) можно внразить нензвестную концентрЛ 
цию свободного фермента

Ks[Е ]  =  [ Е ] ,
K s +  [S|

и подставнть ее в (6.6), тогда
K s [E ],[S ]

K$(Ks +  [S])
[ES]

[E ],[S |  
Ks  + [S]

и окончательно уравненне (6.4) приобретает вид 
d[S] d[P] * , [E ] , [S ]

dx d X

(6 .8)1

(6.9)

( 6 . 10)1
K  s + [ S )

Уравнение Михаэлиса—Ментен вида (6.10) может бнть пэ- 
лучено и другнм путем, предполагаюшнм возможность примен&р 
ния к схеме (6.1) прннципа стационарности. При достаточж 
бнстром протекании стадин образования фермент-субстратноН 
комплекса и его преврашення в продукт может бнть реализова- 
но состояние, когда концентрация ES  меняется во временн гораз* 
до медленнее, чем концентрации субстрата и продукта. Этот слу* 
чай возможен при условии [ E ]0< [S ] ,  что уже рассматрнвало< 
внше. Прннцип стацнонарности позволяет записать

=^,[E][S] — /t_,[ES] — *2[ES]=0аТ
и внразить концентрацию комплекса через [Е ]  и [S ]

*i

(6.11

[ES ] =
*-! + *»

[ E ] [ S ] . (6.121
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Скорость расходования субстрата илн образования продукга 
,i в этом случае описнвается внражением (6.4), а для заменн 
„сизвестного значения [Е ] в (6.12) можно использовать уравне- 
ние (6.5) матернального баланса по ферменту

[ Е ) 0= [ Е ] +  - - *;-, - [ E ] [ S l  =  [ E ] f l  +  k' [S ] ) .  (6.13) *-! + *, \ АГ-1 + *2 /
Находя [Е ]  из внражения (6.13) и подставляя в уравнение 

(6.12), получим

lE lo lS ]
[ES ]  = ------- т------ = ь_. o- ь .-----  (6Л4>

1 + *-i + *t
[S] +  [S]

11 окончательно
d[ S] d[P] * t [E ] ,[S ] (6.15)
~dx dx K  м +  [S] ’ 

r ie /См= (k~i+k2)lki носнт название константн Михаэлиса.
Нетрудно увидеть, что уравнение (6.15) переходнт в форму 

(6.10), если Л_1» Л 2, т. е. еслн обратннй распад фермент-суб- 
огратного комплекса на исходнне вешества происходит гораздо 
истрее его преврашения в продукт. Это условие совпадает с 

предположением о сушествовании равновесия на первой стадии 
ходе всего процесса. Таким образом, принцип стацнонарности 
>зволяет получить более обшую форму уравнения Михаэлиса— 

Ментен, частннм случаем которой оказнвается внражение (6.10), 
ключаюшее константу нестойкости фермент-субстратного комп- 

лекса.
Уравнение Михаэлнса—Ментен в целом хорошо описнвает 

^кспериментальнне даннне по кннетике ферментатнвннх реак- 
иий. Чаше всего оно применяется в дифференцнальной форме, 

язнваюшен начальную скорость преврашения субстрата с его 
'ачальной концентрацией прн заданном количестве внесенного 
фермента

^ E U S b
0 АГм + [Slo '

Это объясняется тем, что в ходе реакции могут проявнться 
'екоторне дополннтельнне эффектн — торможенне продуктамл, 
!1активацня ферментов н т. п.— которне нскажают ход времен- 
■'Ш зависимости по сравнению с уравнениямн (6.10) и (6.15).

Взанмосвязь начальной скорости реакции и начальной кон- 
чентрации субстрата по уравнению Михаэлиса—Ментен пред- 
1авляет собой дробную рацнональную функцию (рнс. 6.1), нме-
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Рис. 6.1. Зависимость начальной ско- 
рости гв ферментатнвной реакции от 
начальной концентрации субстрата 
fS]o

Рис. 6.2. Обработка экспернмеита.ть 
h u x  данних в координатах ЛаПну. 
ивера — Берка

юшую свои характерине особенности. При достаточно малнх кон^ 
центрациях субстрата, когда /Cm> [ S ] 0, внраженне (6.16) пер« 
ходнт в линейную форму

А м
(6.17)1

а при больших [S]o, если [S ]0»/CM, кривая (6.16) стремится к| 
предельному значению Лг[Е]о, которое принято обозначать через] 
/■mu. В снлу изложенного внше уравненне Мнхаэлисл—Л\ентеН1 
часто представляют в форме, удобнон для практической обработ.] 
ки экспернментальннх даиннх:

/См + ISJor. = (6. 18)1

Константн уравнения (6.18) характернзуют активность фер-| 
мента н его сродство к данному субстрату, поэтому целью кнне* 
тического нсследования является прежде всего нахождение зна-j 
ченнй гш«х н /См- Нанболее иросто такое нсследование внполня* 
ется в виде серии экспериментов при постоянной концентрации| 
фермента [Е]о и изменяюшихся начальннх концентрациях суб^ 
страта [S]o. В ходе каждого опнта изучается лишь начальннй] 
участок кннетической кривой для определения начальной скорс 
сти реакции r0. Имея набор значений r0 при известннх [S ]0, легко| 
найти кинетические константн. Для этой цели предложен ряд спс 
собов обработки, из которнх наибольшее применение нашли дв« 
системн координат, обсуждаемнх ниже.

Обшим свойством дробннх рациональннх функций, нмеюшн1 

в числителе произведение, а в знаменателе сумму некоторнх ве 
личин, является их способность переходить в линейную форм}
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лрн обравдении левой и правой частей равеиства. Так, уравнеиие
(6.18) переводится в линейную зависимость внда

------------- — —  -Т- ------ ,
'а  r max l s lo ''ma»

которая описнвает прямую в координатах l/r0= f( l/ [S ]0). Такие 
координатм носят название координат Лайнуивера — Берка, по 
имени нсследователей, рассматривавших этот способ обработки 
кинетических экспериментов в ферментативном катализе. Рис. 6.2 
иллюстрирует завнсимость (6.19), при этом характерно, что пря- 
мая пересекает оси абсцисс и ординат в точках, позволяюшнх 
легко найти коистанти уравиения, не прнбегая к громоздким вн- 
числеииям. Действительно, при l/[S]o=0 имеем l/r0= l/rmtx, т. е. 
прямая пересекает ось ординат в точке 1 /rmtx, а при 1/г0 = 0, 
l/[S]o= — 1/Км. Таким образом, при продолжении прямой в от- 
рицательную о(5ласть до пересечения с осью абсцисс она отсекает 
на оси отрезок, равнмй — 1/Кц.

Серьезннм недостатком координат Лайнуивера — Берка, как 
это видно из рис. 6.2, является необходимость экстраполяции пря- 
мой влево до пересечения с осями координат, тогда как экспери- 
ментальнне точки находятся в правой части графика. Это вполне 
понятно, т. к. часто бнвает затруднительно обеспечить в экспе- 
рименте малне значення абсциссн 1/[S]0, т. е. использовать 
большне начальннс концентрации субстрата. Данное обстоятель- 
ство влияет на точность нахождения кинетнческих констант и за- 
ставляет в некоторнх случаях отказнваться от координат Лай- 
нуивера — Берка, заменяя их другими, не требуюшими экстра- 
полирования.

Одно нз удобннх решеннй заключается в нспользовании ко- 
эрдинат r0=/(ro/[S]o), представленннх на рнс. 6.3. Уравнение

рости r0 ферментативиой реакции от интегральной форми уравнеиня Миха- 
тношения r0/[S]o элиса — Ментен
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(6.18) путем несложннх преобразованнй, заключакнцихся в умно 
жении на знаменатель и перегруппировке, приводят к виду

В координатах рис. 6.3 прямая с отрицательннм углом наклон 
на отсекает на осях отрезки, равнне rmax на оси ординат ,ч 
ГшахЖм— на оси абсцисс. При этом все экспериментальнне точкн 
группируются, как правило, в середине отрезка или смевденн ч 
оси абсцисс. Недостатком такого метода обработки является воз 
можность резкого возрастаиия ошибки при делении двух величи! 
r0 и [S]o, каждая из которнх нзмерена с ошнбкой.

Определенннй интерес представляет интегральная форм 
уравнения Михаэлиса — Ментен, которая может бнть использс 
вана в тех случаях, когда имеется твердая уверенность в отсут 
ствии посторонних факторов. Уравнение в форме (6.15) може 
бнть проинтегрировано методом разделения переменннх:

Интегрирование в пределах времени от 0 до т и соответствен- 
но от [S ]0 до [S ] прнводит к уравнению

которое может бнть приведено к лннейному виду в так назнвае- 
мнх координатах Уокера — Шмидта (рис. 6.4):

Координатн рис. 6.4 удобнн для нахождення кинетических! 
констант, поскольку прямая пересекает ось ординат в точке r m»x»j 
а ось абсцисс — в точке гт »х//См и имеет тангенс угла наклона,] 
равннй — Км.

Интегральная обработка экспериментальннх данннх по ки-| 
нетике ферментативннх процессов удобна прежде всего тем, что| 
позволяет внявить тормозяшее действие продуктов, еслн послед-j 
нне образуют комплекс с катализатором:

Совместно со схемой (6.1) уравнение (6.24) описнвает кине-J 
тику расходования субстрата и накопления продукта в условиях] 
обратимой инактивации фермента путем комплексообразованит

ro — Т max Kn(r„l\S)o). (620)

<*1S] _  w l S )  
di J C m + IS ] ’

(6.21 >

( 6 .22 ) !

[ S ] 0 — [S J
т =  rm„ - A C M (6.23)

(6.24)
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с продуктом Р. Если константа нестойкости комплекса Е Р  имеет
виД

/СР- [Е1 [Р |Л ЕР ]. (6.25)

фермент будет присутствовать в реакционной массе в трех фор- 
мах — свободной, в виде комплексов с субстратом и с продуктом: 

[ Е ] [ Е ]  +[E][S]//Cs+[E][P]//CP, (6.26)

где К Р— константа равновесня.
После виражеиия концентрации свободного фермента [E j  из 

(6.26) и подстановки в (6.6) и (6.4) получаем кинетическое урав- 
нение (заменнв Ks на более обтую величииу Км)'-

d[S] rrai,[S ]
dx /Cm+[S] +  [P]//Cp.

(6.27)

Учнтивая, что согласно схеме (6.1) [ Р ] = [ S ]0— [ S ] и [S ] = 
= [S]o— [Р ], можем провести интегрирование уравнения (6.27) 
в пределах от 0 до т и от [ S ]0 до [S ] методом разделения пере- 
менних, использованним више. Полученная зависимость легко 
приводнтся к виду (6.23):

[Р] In [S|,
/Cm (1 + [S],//Cp) [S ]0—[Р]

1 —  /См//Ср 1 —  /С.м//Ср
(6.28)

Уравнение (6.28) описивает прямую в координатах Уокера — 
Шмидта (рис. 6.5), причем в зависимости от соотношения кон- 
сгант /См и К Р угол наклона прямой может бить как положитель- 
ним, так и отрнцательним. Положительний угол наклона полу- 
чается в том случае, когда К м Ж Р и, следовательно, (1—KsJ 
//Ср) <0. Заметим, что в этих условиях, однако, и свободннй член 
уравнення (6.28) становится отрнца- 
юльним, т. е. прямая пересекает ось UJ0-ffl 
ординат в отрицательной области, 
о!секая отрезок гтшх/(1—/См//(р) Та- 
ким образом, уже сам факт лнней- 
iiofi зависимостн в координатах Уоке- 
ра—Шмидта с tg a> 0  и отрицатель- 
пой точкой пересечения с осью орди- 
нат указнвает на тормозяшее дейст- 
чие продуктов, образуюших с фер- 
ментом комплекс более устойчивнй,
'icm  фермент-субстратннй, т. к. /См>
> / С р .

Для внявления слабого тормозя- 
Шего действия продуктов, когда

/-Aff/Kp

Рис. 6.5. Интегральная обработ- 
ка экспериментальних данних 
при торможении продуктом
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/См</СР и (1—/Cn//Cp) >0, необходими дополннтельние нсследо| 
вания, основаннне на различиях в уравнениях (6.23) и (6 28И 
В последнем случае угол наклона прямон зависит от начальноя 
концентрацни субстрата, чего нет в отсутствне торможения про| 
дуктом. Виполняя ряд экспернментов с различннми начальннмв 
значениями [S]o, можно четко показать отсутствие торможени* 
продуктами. В этом случае все экспериментальнне точкн в коор4 
дннатах Уокера — Шмидта должнн укладнваться на одну пря| 
мую.

Если тормозяшее действие продуктов все же проявляется, то 
из полученного пучка прямнх легко найти константу нестойкости 
комплекса фермента с продуктом /СР. Точки пересечения прямнх; 
описнваемнх уравнением (6.28), с осью абсцнсс отсекают на нея 
отрезки х, равнне

i n |S le  г (t К*\Tst тах( , - к ; )  гтгх
т (I — АГм//Ср) (Ц- [SJo/Ar)A'« Л'„(Ц- [S]o//Cp) ' ' 

Обратнне величинн отрезков лннейно зависят от S0

* is]B. (6 2 J I
*  •max Aprmax

Такая линейная зависимость дает в коордннатах 1/jc = / ( [ S ] o ) «  
прямую, пересекаюшую, в свою очередь, ось абсцисс в точке —/Ср. 
Это позволяет непосредственно оценить константу нестойкостн 1 
комплекса фермент — продукт, а с помошью завнснмости, приве* ! 
денной на рис. 6.5, найти и остальнне кинетические константн. I 

В целом можно заключить, что дифференциальная и ннтег* j 
ральная обработки кннетических данннх по уравнению Михаэли- j 
са — Ментен хорошо дополняют друг друга и позволяют получитья 
достаточно надежную информацию о каталитических свойствах! 
фермента по отношению к данному субстрату. Осложняюшим I  
обстоятельством остается здесь лишь недостаточная устойчивосгь! 
некоторнх ферментов, необратимо теряюших активность в ходе I 
преврашения. Именно этот фактор заставляет многих исследова-1 
телей ограничиваться дифференциальной обработкой зависи.мо-1 
стей начальннх скоростей реакции от начальннх концентраций I 
субстрата, не рассматривая более глубокие степени преврашения. I  

Использование принципа стационарности позволяет опнсать! 
и кинетику многостадийннх ферментативннх реакций с неогра-| 
ничеиннм числом стадий:

*i *J *n *n+1
E+ S «=* X, —  X2 —  ... —  X„ -н. E+P. (6 .3 0 )J

—̂1
Bce промежуточнне соединения Хь X2, Х п образуются и | 

расходуются значительно бнстрее, чем субстрат н продукт. Это |
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,|СТ основание считать, что 
dlX ,) d)Xt)

dxdx dx
e. для первого комплекса Xi

*,[EKS]-(*_,+*,) [X,]
и значит,

=  0.

IA,] = *-i + *»
Аналогично для соединения Х2

I E I I S ) .

1-V.1 =

И, наконец, для Х„ 

1Х„) =

fc-i + kt k3-т— l E 11SJ -

ft-i + "n + l
|E | [S ] .

(6.31)

(6.32)

(6.33)

(6.34)

Из условия [S ]> [E ]o  можно записать уравнение материаль- 
ного баланса по ферменту, виразить концентрацию свободной
формь!

J lk|Е ] =
i +  * 1* 1 IS) ( J - +  ' + . . . + J - )  к—l +  к2 \k f k3 /

(6.35)

и далее — скорость образования продукта, а значит, и скорость 
расходования субстрата по схеме (6.30)

k\kt
d[S]_ 

dx
1 +

[E1.1S]

' + X T T J T  |S |( ^ - + T r + - C r )

(6.36)

Преобразуя это уравнение н переходя к начальной скорости 
ro подстановкой начальной концентрации субстрата [S ]0, получим

I
(l/*,+ l/*,+ ... + l/ftn+i) 

г* “  ^ »+ *.
M »(l/**+ i/*i+ ... + 1 / W

[ E ) . l s lo *K.TIE ] . [ S ]0

+ [S]0 /Cm ' +  [S ]. (6.37)

Таким образом, независимо от числа промежуточних стадий 
превравдения субстрата в продукт кинетика процесса опнсивается 
Уравнением Михаэлиса — Ментен с эффективннми константами,
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включаюшими константн скоростн элементарннх стаднй:

қ  , _ *-i + | (б .зЯ
м “ *i*,(i/**+ i/*i+ ... + i / W  > I

В  частности, для встречаюшихся на практике трехстадийньД 
реакций

* Л

'о — Г.
K* - k .lb  + |S|» «i + **

причем, как обнчно, /См = (*-i+Ar2)//f2.

(6.39j|

§ 6.2. Количественное описание обратимого ингибирования 
и активации ферментов

Скорость протекания биохнмических реакций, катализируе-1 
мнх ферментами, часто зависнт не только от прнродн и концеп-в 
трации фермента и субстрата, но н от присутствия некоторнх.1 
вевдеств — ингибиторов илн активаторов. В живой природе ин-Я 
гибирование и актнвация ферментов и ферментннх систем явля*4 
ются важненшимн способами регулирования метаболнзма и прн-1 
способления к условням окружаюшен среди. Прн техннческо\*1 
использованни нативннх или иммобнлизованннх ферментов не-| 
большие количества ннгибнторов и активаторов могут попадагь.] 
в реакционную среду с ферментом при его недостаточной очиств 
ке, с субстратом, растворителем и т. п.

Простейшая схема влияния некоторого вешества R на ферЯ 
ментативное преврашение субстрата S в продукт Р, протекаюшее! 
по уравнению (6.1), включает обратнмое взаимодействне добав- 
кн с ферментом или фермент-субстратннм комплексом:

E+s 
+ J 
R

*i
ES —► Е+Р

+
R

| Kr J “Kr
ER+S «  RES*^-

(G.40>

ER+P.

Через Ks и К к обозначенн константн нестонкости комплексо» 
фермента с субстратом и с добавкой R. Из обшнх термодинами- 
ческнх соображений очевидно, что для замкнутой системн раз-' 
новесий (6.40) константн нестонкостн тройного комтглекса R E S  
при его распаде по двум возможннм направлениям должнн от- 
личаться от констант нестойкости соответствуюших двойннх ком-

п.чексов в одинаковое число раз, что и учитнвается коэффициен- 
т0м а. Если распад фермент-субстратного комплекса с образова- 
нием продукта происходит с константой скорости k2, тройной 
комплекс может преврашаться с внделением того же продукта 
с некоторой другой константой скорости р/г2. Величина р и опре- 
деляет характер влияния добавленного вешества: при р > 1  оно 
ускоряет реакцию и назнвается активатором ( Л ) ;  при р < 1  ре- 
акцня замедляется и добавка назнвается ингибитором (/), при- 
чем случай р = 0 назнвается полннм ингибированием.

Кинетическую обработку схемн (6.40) проводят в предполо- 
женин об установлении всех равновесий в системе и соблюдении 
не только условия [ S ] » [ E ] 0, но и неравенства [R ] » [ E ]o .  Это 
дает возможность не учитнвать распределение субстрата и до- 
бавки по различннм комплексам, а рассматривать лишь матери- 
альннй баланс по ферменту, сушествуюшему в свободном виде 
и в комплексах ES, ER  и RES:

[E]0=[E]+[ES]+[ER]+[RES]. (6.41)
Внражая концентрации комилексов через соответствуюшие 

константн нестойкости, из зависнмостн (6.41) можно найти кон- 
центрацию свободной формн фермента

a.K*Ks [Е|0 
1 1 “  Gt/CRACs+«xA'R[S]+[R][S]+oc/Cs[R]

и далее— концентрации комплексов
o/Cr [ E ]o[S]

[ES] = 

|RES]=

a K R/ (s+ a/ (R [S ]+ [R ][S ]+ a / (s lR ] ’
__________ [EHSIR]__________

a/ (R/ (s+ a K R [S ]+ [R ][S ]+ a / (s [R ] *

Обшая скорость преврашення субстрата в продукт по схеме 
(6.40) складнвается из скоростей двух параллельннх стадий:

d l s l  ь , с с ,  , afc , „ п с ,  * ^ « [ E M S ] + P * , [ E W S I R ]~  —  - * .|E S |+ » ,[B E S |-  ^ . K,+ tfj!iM R lls l+ a K < R | • («•«)

Проведя преобразование в знаменателе и разделив числитель 
н знаменатель на (a/CR+[R]), получим обшее внражение для 
начальной скорости ферментативной реакции, протекаюшей в 
прнсутствии постороннего актнватора нли ингибитора:

аКц + PIR] IPI f<;i
(6.43)

'аК п + [R]
154 155



Уравненне (6.43) представляет собой дробную рациональну^ 
функцию, аналогичную уравнению Михаэлиса — Ментен. В часш 
ности, уравнение (6.43) может бить линеаризовано в координв 
тах Лайнуивера — Берка, причем в серии экспериментов с 
няюшимся значением [R ] при постоянном [Е)о должен пол| 
читься пучок прямих, пересекаюшихся в первом, втором ил 
третьем квадрантах в точке с координатами

1 _  1 P - l  I _  I а — 1
IS ),  Ks В Р Гв r̂nax ® — Р

е-

1

где r max =  * 2[ E ] o .
Значительний теоретическнй и практический интерес пред4 

ставляют два варнанта ннгибировання, получившнх назвамив 
конкурентного и неконкурентного. В  этих случаях константу раз4 
новесия К к принято обозначнть К\. Полное конкурентное имги4 
бирование нмеет место в тех случаях, когда ингибнтор препят! 
ствует образованию фермент-субстратного комплекса в резуль4 
тате «конкуренции» за активний центр фермента. С точки зрения 
обшей схеми (6.40) это означает, что комплекс R ES  не может 
сушествовать, т. е. а-*оо, a значение р не определено, т. к. этот 
путь образования продуктов нсключеи:

*»
E+ S  •=* ES — ► Е+ Р

К,

i
E I

S

* I (6 44)j

Кинетическое описание полного конкурентного ингибирования 
может бить получено из обшего уравнения (6.43) при переходв 
к пределу при а-*-оо.

M E ]o [S ]o  IR 1(. J
/Cs(I+[Il//C.) +  [S)o *

Зависимость (6.45) имеет форму уравнения Михаэлиса— ( 
Ментен, причем характерно, что измененной оказивается лишш 
константа /См, тогда как rmtx остается без изменений. Это ука-| 
змвает иа то, что прн любой концентрации ингибитора экспери* 
ментальние даниие по зависимости ro от [ S ] o  должни образовь 
вать в координатах Лайнуивера — Берка прямую, пересекаюшу* 
ось ординат в точке 1 /rmtx. В серин экспериментов при изменя» 
шихся концентрациях ингибитора будет получаться пучок прямнХ^ 
(рис. 6.6), пересекаюшихся в одной точке на оси ординат, отс



Ь;,Я отрезок 1/Гпих. Поскольку 
h ^ждая из прямих будет отсе- 
s3Tb иа оси абсцисс отрезок, 
„лвннй — 1//См, ТО из найден- 
j,bix этим способом значений /См 
пегко найти Ks и Ки строя на 
ic. 6.7 линейную зависимость 

з координатах /См »ксп~  / ( [ ! ] ) :

K M =  K S +^1\\). (6.46)

Если значения rmtx и Ks для 
ермеита известнм и требуется 
лпти лишь константу ингиби- 
)вання /Ci, удобно использо-
лть коордннати Диксона, связиваюшне 1 /r0 с [ I]. 
равнеине (6.35), имеем

I /Cs+lS]. , Ks w

Рис. 6.6. Завнсимость обратиих вели- 
чин re и [S]o при полном конкур«нт- 
ном ингибировании

Обрашая

*2[E ]o[S |0 * 2A i [ E ] o [ S | „
(6.47)

е. в координатах 1 /г0 = / ([ I ]) можно получить пучок прямнх, 
ол наклона которнх будет определяться начальной концентра- 

иией субстрата (рис. 6.8). Нетрудно увидеть, что при [ I ]= — K i  
се прямие, описнваемие виражеиием (6.47), проходят через 

точку с абсциссой —Ki и ординатой 1 /rmtx. Это свидетельствует 
том, что прн полном конкурентном ннгибировании серия экспе- 

иментов по завнснмости начальной скорости реакции от концен- 
трации ингибитора при различннх начальннх концентрацияхсуб- 
i грата и постоянном значенни [ Е ]0 дает в координатах Днксона 
пучок прямих, пересекаюшихся в одной точке. Ее абсцисса по-

рис. 6.7. Нахождение константи /С* 
пРи полном конкурентном ингибиро-
ьанни

Рис. 6.8. Обработка данних при пол-
ном конкурентном ингибировании в
координатах Диксона
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зволяет найтн константу нестонкости комплекса фермент — Д  
гибитор #f|.

В противоположиость полному конкурентному ингибированаь 
неконкурентние инпибиторь) сннжают активность ферментов, |£ 
затрагивая его активного центра, т. е. не препятствуя образпД 
нию фермент-субстратного комплекса. Согласно схеме (6.40) под. 
ное иеконкурентное ингибнрование возможно при р = 0, если a=»I 
Таким образом, нестойкость тройного комплекса по каждому цД 
иаправлений ero распада не зависит от третьей частицн:
' ....................- •__________  ‘ kt

ES —» Е+РE+S *=
+ *■ I s +

E I+ S
I '

IES

Подстановка значений a и p в обадее уравнение (6.43) приво! 
дит к зависнмости

г. = Н П Й 7 К Г _ ------- (6 49)
Кs + IS],

которая совпадает по форме с уравиением Михаэлиса — Ментеи, 
однако rmix становится зависимой от концентрации ингибитора:'

ЛП1«Х __  ^

Ш Г ~  кат“  т+ тпттсг'
В коордннатах Лайнунвера — Берка для опнтов с разннми] 

[1] в этом случае должен получаться пучок прямих, пересекаю- 
шихся в обшей точке — l/Ks на оси абсцисс (рис. 6.9). В серни 
экспериментов по определенню r0 при различних [1] и лостоян-

(6.50)1

Рис. 6.9. Зависимость обратних ве-
лнчин r0 и [S ]o  при полном неконку-
рентном ннгибированни

Рис. 6.10. Нахождение константм kt 
прн полном неконкурентном ингибироч 
ванин
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Т —  = Г ^ - ^ - Г  + 1П Г11]- (6,51>“к»т r  m«x «* "j'Vl

Для обработки серии опитов по измереиию r0 при различннх 
[1 ] и [S]o можно использовать координатн Диксона, поскольку 
\ авнение (6.39) может бнть приведено к виду

I -  *• + № •  . « • + » !•  . ( „ .  (6.52>

,,,х [S]o и [Е]о на рнс. 6.10 должна получаться прямая в коор-
I дл натах 1/Лкат = /[ (/) ]:

*>[E|o[S|o ^/Ci[E|olS)o

При [ I ]= — /Ci все прямне, описнваемне зависимостью (6.52), 
пересекаются в обшен точке на оси абсцисс (рис. 6.11). Это по- 
ззоляет легко находить констаиту нестойкости комплекса фер- 
мента с полннм неконкурентннм ингнбитором, а также удобно 
для качественного определения типа ингибитора. Пучок прямнх 
:i координатах 1 /r0=/ ( [ I ]) пересекается в обшей точке на оси 
бсцисс при полном неконкурентном ингибировании и в обшей 
)чке во втором квадранте при полном конкурентном ингибиро- 
лнии. В обоих случаях абсцисса точки пересечения равна —Ki.

Не касаясь других случаев ингибирования, встречаюшихся 
значнтельно реже, рассмотрим механизм и кииетику наиболее 
ажного варнанта активацни: действие неконкурентннх актива- 

тсров. Очевндно, активаторн не могут действовать по конкурент- 
ному типу,присоединяясь к активному центру фермента и пре- 
пятствуя тем самнм преврашению субстрата. Неконкурентная 
;|ктивация, напротив, встречается часто, поскольку такие акти- 
аторн не влняют на образование фермент-субстратного комп-

Рнс. 6.11. Обработка данннх прн пол- Рнс. 6.12. Завнснмость обратнмх ве-
ом неконкурентном ингибнровании в личин r0 н [S]o при неконкурентноА
■оординатах Диксона активацин



зволяет найти констаиту нестойкости комплекса фермент 
гибитор К>.

В противоположность иолному конкурентному ингнбнрова Л  
иеконкурентние инпнбнтори снижают активность фермеитов затрагнвая ero актиш тт иои*"» - ~ — -----

---------  - 1' ------ - w ,»i11*ivr\vа i iu  к а я
направленнй ero распада не зависит от третьей частици:

E+ S  *=- ES  — «
+  *s +I 1

г ----- ----- sJc^MenTQH ĵc'затрагивая ero активного центра, т. е. не препятстьх я образ)»?*
нию фермент-субстратного комплекса. Согласно схеме (6 .40 )Ж ? 
иое неконкурентное ингнбирование возможно при Р = 0, если qS *  
Таким образом, нестойкость тройного комплекса по каждому J ’ 
направлений ero распада не зависнт от тпрткрй u a n x u . . . . .  •

■  
(6.48)

Е + Р

EI+ S
Jh
IES

Подстановка значеннй а и р в обшее ураннение (0.43) npi^B 
дит к зависнмости I

- IE1 .IS1 ,

которая совпадает по фор.ме с уравнением Ч \ i .лиса — Л\ентеқ 
однако гпих становнтся зависимой от концентрацнн ингибитора:

1 + Ш//С, ’

i + m//ci 
кГ+  fsu

l Е lo . =  k!кат = (f>.50)

B коордннатах Лайнунвера — Берка для опнтов с разннми 
[1] в этом случае должен получаться пучок прямих, пересекаю- 
шихся в обшей точке — \ / K s  на осн абсцнсс (рис. (>.'.'1 К cepffl 
экспериментов по определенню r0 прн различннх [1] и тюстоян-

Рис. 6.9. Завнснмость обратннх ве-
лнчин r0 и [S ]0 прн полном неконку-
рентном ингибировании

158

Рнс. 6.10. Нахождение констант«в 
прн полном неконкурентном ингибнрИ 
ванни

Д"

fSlo и [Е]о на рнс. 6.10 должна получаться прямая в коор-
1 ' /ь — / [ ( / ) ! :«зтах l/feK.T=

[E l#
т max ktK i

(6.51>

I Для обработки серии опитов по измерению r0 при различних 
Н  и [S]o можно использовать координати Диксона, поскольку 
■ввнение (6.39) может бить приведено к виду
Г  _ i_= /C»+[S1._ A's+[Slo

rt ki [E|o[SJo *2A:i[I;.1o[S1o

I  Г1ри [ I ]= —Ki пря.мие, описиваемие зависимостью (6.52). 
|перссекаются в обшей точке на оси абсцнсс (рис. 6.11). Это по- 
зволяет легко находить константу нестойкости комплекса фер- 
мента с полним неконкурентним ингибнтором, а также удобно 

; для лачественного определения ткпа ингибитора. Пучок прямих 
в координатах 1 /r0= / ([I ]) пересекается в обшей точке на оси 
абсинсс прн полном неконкурентном ингибировании и в обшей 

| точкс во втором квадранте при полном конкурентном ингибиро- 
ванин. В обоих случаях абсцисса точки пересечення равна —Ki. 
|  Нс касаясь других случаев ингибнрования, встречаюшихся 

зиачительно реже, рассмотрим механизм и кинетнку наиболее 
важного иарианта активацни:действие неконкурентних актнва- 
торов Очепидно, активатори не могут действовать по конкурент- 
ному тнпу, прнсоеднняясь к активному центру фермента и пре- 
пятствуя тем самим преврашению субстрата. Неконкурентная 
актнвация, напротив, встречается часто, поскольку такие акти- 
ваторц не влияют на образование фермент-субстратного комп-

6.11. Обработка данних при пол-
:*0v неконкурентном ингибировании в
*°<фдннатах Диксона

Рис. 6.12. Зависимость обратних ве- 
личин r0 и [S]o при неконкурентной 
актнвации
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зволяет найти константу нестойкости комплекса фермент-Ж  гибитор Ki.
В ГфОТИ ВО ПО ЛО Ж НО СТЬ полному конкурентному ингнбироваi l  

неконкурептние ингибнтори снижают активность ферментпГШ * 
затрагивая его активного центра, т. е. не препятствуя образ^* 
liiiK) фермент-субстратного комнлекса. Согласно схеме (6.40) Ж '  
ное неконкурентное ннгибнрование возможно при р = 0, если c (V  
Таким образом, нестойкость тройного комплекса по каждомДг 
направлений его распада не зависит от тпрткрй

------  .r u nu.4juicAva по каз
направлений его распада не зависит от третьей частнцн

*»
E+ S  ES  — * Е+ Р
+  *s +

I * 1
E I+ S

Jh
IE S

(6.48)

Подстановка значений а н р в обшее уравненне (6.43) при». дит к зависимости

/•« = i +  Nl/ACi
[E ] , I S ]0

(6.49)

которая совпадает по форме с уравнением Миха-*лиса — Ментеқ 
однако Лт.х становится зависимой от концентрацпн пнгнбиторЗ;

_ kt _
ГЁ ]Г _  ~  1 +  ш /к . • (f,'50)

В координатах Лайнуивера — Берка для оиитов с разньиИ 
[1] в этом случае должен получаться пучок нрямнх, персчскаю- 
шихся в обшей точке — 1//Cs на оси абсцнсс (рнс. 6.9). В сери! 
экспериментов по определенню r0 прн разлнчннх [1] и постояв*

1 
*кат

Рис. 6.9. Зависнмость обратних ве- Рис, 6.10. Нахождение константЛш
личин Го и [S]o прн полном неконку- при полном неконкурентном ингнбнр^
рентном ингнбированни ■■»»■вании

I

г<;1 и [Е]о иа рнс. 6.10 должна получаться прямая в коор-
% J a x V . T = / [ ( / ) l :
д" 1 1Е],

Т m ix =  <?Г + ktK i
.[!]. (6.51)

И  Для обработки серии опнтов по измерению г0 при различннх 
■1 н [S ]о можно использовать координатн Диксона, поскольку 
Квн ен и е  (6.39) может бнть приведено к виду
■ '  _______________ _____________________

1 /Cs+ [S]o /Cs+ [S]o
A» [E]olS]o fcS/C.[E]o[Slo

m- (6.52>

I ii:4 i [1 ]= — K\ все прямне, описнваемне зависимостью (6.52),
[ пересекаются в обшей точке на оси абсцисс (рис. 6.11). Это по- 
Соляет легко находить константу нестойкости комплекса фер- 

мента с полннм неконкурентннм ингибитором, а также удобно 
для качественного определения типа ингибитора. Пучок прямнх 
в копрдинатах 1 /г0 = / ([I ]) пересекается в обшей точке на оси 
абсипсс при полном неконкурентном ингибировании и в обшей 
точко во втором квадранте при полном конкурентном ингибиро- 
ванип. В обоих случаях абсцисса точки пересечення равна — К\. 
I  Ile касаясь других случаев ннгибнрования, встречаюшихся 

значптельно реже, рассмотрнм механизм и кинетику наиболее 
важного варианта активации:действие неконкурентннх актнва- 
торон Очевидно, активаторн не могут денствовать по коикурент- 
ному тнпу, присоединяясь к активному центру фермента и пре- 
пятствуя тем самнм преврашению субстрата. Неконкурентная 
актмвация, напротив, встречается часто, поскольку такие акти- 
ваггорь! не влняют на образование фермент-субстратного комп-

?*с. 6.11. Обработка данних при пол-
*ои неконкурентном ингибировании в
к<>0Рдннатах Диксона
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Рис. 6.12. Завпснмость обратних ве- 
личин r0 и [S]o при неконкурентной 
актнвацин
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лекса (а=1) и ускоряют преврашение субстрата в продую,
( Р > 1 ) =  ■

E+S « ES -
+ *s +
A A
| * « f * «

EA+S « AES
*s

-  Е+Р

(6.53)

Р*»
—  ЕА+Р

Подстановка а=1 в обшее уравнение (6.53) прнводнт ero 
к виду

- I T T J W  **lE !#,s,e
- ■ i V i s b -------------------  ( $ я »

совпадаюшему с уравнением Мнхаэлнса — Ментен, причем |
Г т *х _ _ ь  К д  +  p iA ]  (С и ,
т г ~  KtT~  * k a + ia ) • (6-5j)

В координатах Лайнуивера — Берка уравнение (6.54) дает 
прямую, пересекаюшую ось абсцисс в точке — 1//Cs (рис. 6.12). 
Точки пересечения прямих при различннх концентрациях акти- 
ватора с осью ординат дают значения 1 /гтшх н соответственно 
*к«т по уравнению (6.55). Для установления кинетических ха-; 
рактеристик в этом случае находят вначале k2 (в опмтах без ак- 
тнватора), а далее, меняя концентрации активатора и находя 
^к.т, определяют величину р по графику в координатах l/(ftK«r/ 1  

/k2— 1) =/( 1/[А]), представляюшему собой прямую

1 * +  -г4т-- (6-56)*K.x/*»-i P - I  р -  1 [ А|
• Более сложнне случаи ингибирования и активации описива- 

ются уравнениями, аналогичнмми приведенннм вмше. В  частно- 
стн, двухкомпонентное ингибнроваиие в зависимости от характе- 
ра взанмодействия ингибиторов с ферментом приводит к 
кинетнческим вираженням, определяемнм как типом комплексо- 
образования ингибнтора с ферментом (конкурентное или некон- 
курентное), так н взаимосвязью между ингибиторами. По послед* 
нему признаку онн могут бнть взаимонезависимнми, т. е. способ- 
ннмн одновременно связнваться с ферментом, или взаимозависн- 
мнми, если одновременное комплексообразование двух ингибн* 
торов с ферментом невозможно.

Полное конкурентное ингибирование взаимозавнсимнми ннги-» 
биторамн I| н Ь  описнвается уравиением

M E ]o [S ]. /с
Г,1‘  /Cs(l+ [I,]//Ci.. +[!,]//(.,,)+[S]0 *



Для взаимонезависимих ингибиторов уравнение имеет вид
*>IE|o[S|o (6.58)

Г*”  /C»(l+[Ill//Ci.,)(l+[bl/ACi.1)+[S]o‘
Полное неконкурентное ингибироваиие приводит к следую- 

(цнм кинетическим виражениям: 
для взаимозависимих ннгибнторов

Как правило, исследование совместного ингибнрования при- 
одится для каждого ингибитора в отдельности, полученние зна- 
ения констант используют далее для описания сложного процес- 

са по одному из уравненнй (6.57) — (6.60).
Особий интерес представляет ингибирование нли активацня 

ермента самим субстратом в отсутствие каких-лнбо посторон- 
iix добавок. Это становится возможним, если фермент способен 
бразовивать комплекс не только с одной, но и с двумя молеку- 

лами реагируюшего вешества:

Полная неактнвность комплекса E S 2 (Р = 0) приводит к тор 
ожению субстратом. Прн 0< р< 1 наблюдается ингибироваии( 
бстратом, поскольку комплекс с двумя молекулами менее ак 

(вен, чем обичний ферментч:убстратний комплекс. Наконец, npi 
Р>1 вторая молекула субстрата оказивает активнруюшее дей 
чвие на фермент по типу неконкурентной активацин. Обознача: 
константи нестойкости комплексов ES  и E S 2 через /Cs и Ks' i 
нводя условие [E]o<C[S], можно записать уравнение материаль 
юго баланса по ферменту

(6.59)

для взаимонезависимих ингибиторов

%
(1+ [1,|//C,..) (1+ Ibl/Kl a) |C|olS|° 

As+ [SJo
(6.60)

*>
E+ S »  ES —  E+ P

(6.61]



лекса (а=1) и ускоряют преврашение субстрата в продук»

E+ S »=■ ES —  Е+ Р

А А (6.53)

Ь  l * * * .  1
EA+S «  AES —  ЕА+Р 

*s
Подстановка а=1 в обшее уравнение (6.53) прнводнт ero 

к виду

■̂ м д , 1 *.|E|.1S1.
H l s u ------  (6 Я '

совпадаюшему с уравненнем Мнхаэлнса — Ментен, причем j
r—  — ь _  + PlAl с --*кат — -т?---Г Т П —* (6.55)IE], к,т * К А+[Л1 

В координатах Лайнуивера — Берка уравнение (6.54) дает 
прямую, пересекаюшую ось абсцисс в точке — l/Ks (рис. 6.12). 
Точки пересечения прямих при различннх концентрациях акти- 
ватора с осью ординат дают значения 1 /гтях и соответственно 
*к«т по уравнению (6.55). Для установления кинетических ха-| 
рактеристик в это.м случае находят вначале k2 (в опнтах без ак-| 
тиватора), а далее, меняя концентрации активатора и находя 
*к«т, определяют величину р по графику в координатах 1/(Лк«г/j 
/k2— 1) =/(1/[А]), представляюшему собой прямую

1 'I'' 'К а  1 - кr +  5--- ; -гхт-- (6.56)
*к .т/*.-1  Р - 1  р - 1  [Л1

- Более сложние случан ингибирования и активации опнсива- 
ются уравненнями, аналогичними приведенним више. В частно- 
стн, двухкомпонентное ингибирование в зависимости от характе- 
ра взаимодействия ингнбиторов с ферментом приводит к 
кинетическим виражениям, определяемим как типом комплексо- 
образовання ингибнтора с ферментом (конкурентное или некон- 
курентное), так и взаимосвязью между ннгибиторами. По послед- 
нему признаку они могут бить взаимонезависимими, т. е. способ- 
нимн одновременно связиваться с ферментом, или взаимозависи- 
m u m h , если одновременное комплексообразование двух ингибн- 
торов с ферментом невозможно.

Полное конкурентное ингибирование взаимозависимими инги« 
биторами Ii н I2 описивается уравнением

M E ] o | S ] 0 , r r 7 J

Го“  / Cs ( i  +  [ I , ] / / C . . + [ I . ] / / C i . » ) + ( S ] 0 * ' * ■



M N o|S|n  jy j .

Го= /Cs(l +  ( I i |//Ci .i ) (1 +  { I j |//Ci .j )+ [S ] o*

Полное неконкурентное ингибнрование приводит к следую- 
цшм кинетическим внражениям:

для взаимозависимнх ингибнторов

—————— —  [ I ■ | о [S) о
r„-  1 + 1|'1//С"+1М //Сч_________ ; (6 59)

К  s+  [SJo

для взаимонезависимнх ингибиторов

------------ ----------- [E|o[S]o
. .  (1+|1|1//С...)(1 +  |Ь1Ж , г) 1 1 1 1  (6 60-

A’s+  [ S ]0 ' •

Как правило, исследование совместного ингибировання при 
одится для каждого ингибитора в отдельности, полученнне зна 
ения констаит используют далее для описания сложного процес 

са по одному из уравненнй (6.57) — (6.60).
Особнй интерес представляет ннгибированне илн активацн 

|)ермента самим субстратом в отсутствне каких-либо посторон 
пих добавок. Это становится возможннм, если фермент способе 
образовнвать комплекс не только с одной, но и с двумя молеку 
лами реагируюшего вешества:

E+ S  ^  E S - ^  Е + Р
*s +S (6.61

Для взаимонезависимнх ингибиторов уравнение имеет вид

I S Р*«
ES, —  SE+P

Полная неактнвность комплекса E S 2 (Р = 0) приводит к то| 
можению субстратом. При 0< р< 1 наблюдается ингнбированг 
субстратом, поскольку комплекс с двумя молекулами менее ai 
лвен, чем обнчннй фермент-субстратннй комплекс. Наконец, пр 

|’>>1 вторая молекула субстрата оказнвает активируюшее де 
гвие на фермент по типу неконкурентной активации. Обозначг 

константн нестойкости комплексов ES и E S 2 через /Cs и /Cs' 
нводя условие [ E ]0< [S ] ,  можно записать уравнение материал 
юго баланса по ферменту

rrl , IE|[S[ , [E][S]*
| Е | — i E | +  K i — + т с р г г -  ( в 6
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*s
E+ S «  ES —  Е+ Р
+ *s +
А А (6.53)

лекса (а=1) и ускоряют преврашение субстрата в продук,,

А Р**
EA+S «  AES —  ЕА+Р 

*s
Подстановка а=1 в обшее уравненне (6.53) приводит ero 

к внду

" T ^ i r r  *,lE|e|Sle 
'•= —  K s h s i ,------  Н

совпадаюшему с уравнением Мнхаэлнса — Ментен, причем j
Гга,х _fc _  U ^А + PlAl ,а ч-\_ _  _  *квт _  Лг, _ _ _ _ _ _ _  (6.55)

В координатах Лайнуивера — Берка уравнение (6.54) дает 
прямую, пересекаюшую ось абсцисс в точке — \/Ks (рнс. 6.12). 
Точки пересечения прямих при различних концентрациях акти- 
ватора с осью ординат дают значения 1 /rmtx и соответственно 
*к«т по уравнению (6.55). Для установления кинетических ха- 
рактеристик в это.м случае находят вначале k2 (в опнтах без ак-: 
тнватора), а далее, меняя концентрации активатора и находя 
*к«т, определяют величину р по графику в координатах \/(kKtT/ 
/k2— \)= f(\/[A ]), представляюшему собой прямую

1 -  1 + £ l  '
W V - I  Р - 1  Р - 1  lA l

- Более сложние случаи ингибирования и активации описива- 
ются уравнениями, аналогичиими приведенним више. В частно- 
стн, двухкомпонентное ингибирование в зависимости от характе* 
ра взаимодействия ингибиторов с ферментом приводит к 
кинетическим виражениям, определяемим как типом комплексо- 
образования ингибнтора с ферментом (конкурентное или некон- 
курентное), так н взаимосвязью между ингибиторами. По послед- 
нему признаку они могут бить взанмонезависнмими, т. е. способ- 
h u m h  одновременно связиваться с ферментом, или взаимозависн- 
m um h, если одновременное комплексообразование двух ингибн- 
торов с ферментом невозможно.

Полное конкурентное ннгибирование взаимозависнмимн ннги-» 
биторами Ii и Ь  описивается уравнением

*>|E)o|S)o (Г „ J
K s (l+ [!,]//(,.. +1I2]//Ci ..)+ (S ]o *
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Для взаимонезависимих иигибиторов уравнение имеет вид
*j[E]o|S|o (6 .58)

Г* “  /Cs(l +  [Ii|//C..,)(1+  [ I j 1//C.,j )+ IS ] o"

Полное неконкурентное ингибирование приводит к следую- 
,цим кинетическнм виражениям: 

для взаимозависимнх ингибнторов

Как правило, исследование совместного иигибировання при- 
одится для каждого инпибитора в отдельности, полученние зна- 
ения констант используют далее для описания сложного процес- 

са по одному из уравнений (6.57) — (6.60).
Особий интерес представляет ингибирование нлн активацня 

|>ермента самим субстратом в отсутствие каких-либо посторон- 
пих добавок. Это становится возможним, если фермент способен 
образовивать комплекс не только с одной, но и с двумя молеку- 
лами реагируюшего вешества:

Полная неактивность комплекса E S 2 0  = 0) приводит к тор- 
можению субстратом. Прн 0< р< 1 наблюдается ингибирование 
убстратом, поскольку комплекс с двумя молекулами менее ак- 

швен, чем обичний фермент-субстратний комплекс. Наконец, при 
Г>>1 вторая молекула субстрата оказивает активнруюшее дей- 
ствие на фермент по типу неконкурентной активации. Обозначая 
константи нестойкости комплексов ES  и E S 2 через Ks и Ks' и 
иводя условие [E ]o < [S ] ,  можно записать уравнение материаль- 
юго балаиса по ферменту

(6.59)

для взаимонезависимих ингибиторов

----------- ------------[E|o[Slo
<i +  |ii|/fti.i)(i +  lU/fti.a>

A's+ (SJo
(6 .60)

E+S ES —  E+ P

(6.61)

ES, —  SE+ P

(6 .62)
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лекса (<х=1) и ускоряют преврашение субстрата в продукт 
(Р>1):

E+S •=* ES —  Е+Р
+ *s +А А (6.53)

! * *  1
EA+S «  AES —  ЕА+Р 

*s
Подстановка а=1 в обшее уравненне (6.53) прнводнт его 

к виду

■Кк ++ ш

совпадаюшему с уравнением Мнхаэлнса — Ментен, причем
Г т , х  _fc — и К л  + Р1А) / с  ес»

т г ~  к,т~  г~к7+[А\ • (6  55)
В координатах Лайнуивера — Берка уравнение (6.54) дает 

прямую, пересекаютую ось абсцисс в точке — l/Ks (рис. 6.12). i 
Точки пересечения прямих при различних концентрациях акти- 
ватора с осью ординат дают значения 1 /гтшх и соответственио 
*к«т по уравнению (6.55). Для установления кииетических xa-j 
рактеристик в этом случае находят вначале k2 (в опитах без ак- 
тнватора), а далее, меняя концентрации активатора и находя 
^к.т, определяют величину р по графику в координатах 1/(Лк»т/1 
/*а-1)=/(1/[А]), представляюшему собой прямую

'  - * . +  * * ■  (6.56)
*к.т/*«-1 P - l  Р -  1 [ А]

• Более сложние случаи ингибирования и активации описива- 
ются уравнениями, аналогичнимн приведенним више. В частно- 
стн, двухкомпонентное ннгибнрование в зависимости от характе- 
ра взаимодействия ингибиторов с ферментом приводит к 
кинетнческим виражениям, определяемим как типом комплексо- 
образования ингибитора с ферментом (конкурентное или некон- 
курентное), так и взаимосвязью между ингибиторами. По послед- 
нему признаку они могут бить взаимонезависимими, т. е. способ- 
h u m h  одновременно связиваться с ферментом, или взаимозависн- 
m um h, если одновремениое комплексообразование двух ингиби* 
торов с фермеитом невозможно.

Полное конкурентное ингибирование взаимозависимими инги! 
биторамн I| и h  описивается уравнением

*,[H ]0|S]0 1
Гв~ /Cs(l+ II,]//C,.i + [ l2)//Ci,i)+[S]o • ( ' l
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^2[E|o[S|o 
Го= K » < I+ | li | / K , . , ) ( l  +  [I,|/#C i.,)+ |S]o '

Полное неконкурентное ингибирование прнводит к следую- 
iu h m  кинетическим вираженням:

для взаимозавнсиммх ингибнторов

т .  i i -V/ ў "  1  | Г | ik — l E l ° l s )« r ,-  '+ |b )/A n __________. (6 594
/Cs+[S|0

для взаимонезависнмих ингибиторов

. . .  (1 +  [1 11 / / С „ ) (1  +  | Ц / / С . , , )  | l  | o l S | f  ( 6
/Cs+[S]0

Как правило, исследование совместного ингибирования при- 
одится для каждого ингнбитора в отдельности, полученние зна- 
!ения констант используют далее для описания сложного процес- 
са по одному из уравненнй (6.57) — (6.60).

Особий интерес представляет ингибирование или активацня 
1>ермента самим субстратом в отсутствне каких-либо посторон- 
них добавок. Это становится возможпмм, если фермент способен 
оиразовнвать комплекс не только с одной, но и с двумя молеку- 
лами реагируюшего вешества:

E+ S ** ES — ► Е+ Р
*s +

S (6.61)

Для взаимонезависимнх ингибиторов уравнение имеет вид

I P*.
ES, —  SE+ P

Полная неактнвность комплекса E S 2 (P = 0) приводит к тор- 
можению субстратом. Прн 0< р< 1 наблюдается ингибирование 
убстратом, поскольку комплекс с двумя молекуламн менее ак- 

1лвен, чем обнчньш фермент-субстратннй комплекс. Накоиец, при 
Г»>1 вторая молекула субстрата оказнвает активнруюшее дей- 
сгвие на фермент по типу неконкурентной активации. Обозначая 
константн нестойкости комплексов ES  и E S 2 через K s  и K s '  и 
пводя условие [E ]o«C [S], можно записать уравнение материаль- 
юго баланса по ферменту

,с , ,с , , l £ ) l S ) -i I E 1IS )*
1 ^ 1  +  ~ K s K s '  1 6  6 2 1
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<t[Sl = *2[ES]+pftj[ES2],

и виразить скорость превратсния субстрата

dx

откуда

/Cs+lSlo+ISloV/C*' (6 Ч
Особеиио частий случай торможения субстратом, когда р = 0, 

приводит к зависимости
k i [E]o[S]o /р сJ

°  / f.+  [S]o+[S]oV/Cs' ’
которая заметно отличается от обнчного уравнения Михаэлиса — 
Ментен и переходит в него только ппи достаточно малнх концен- 
трациях субстрата, когда [S]o2</Cs' и членом [S]o2//Cs' в зна- 
менателе можно пренебречь.

При большнх концентрациях [S]o обнчно удается достичь 
виполнения неравенства [S]o>/Cs, при котором константой в зна- 
менателе можно пренебречь; уравнение (6.64) приобретает внд

' * .|Е ],
Г° 1 + [S],//Cs' '

илн - ^ -  =  —------ 1-------- ^ - 7- l s le- (6-65)
r 0 г т лх ' r a a x A s

По линейной зависимости (6.65) в координатах l/ro=/ ([S ]о) 
можно найти /Cs' и дополнительно проверить найденние ранее
ВеЛ И ЧИ Н Ь) Гтжх и k 2.

Для случаев ингибирования и актнвации субстратом страте- 
гия исследования остается такой же: при очень малнх [S]o нахо- 
ДЯТ КОНСТЗНТЬ! А?2 (̂ max ) и /Cs. При достаточно больших уравнение 
(6.53) приобретает вид

l + PIS],//Cs' #<SfiAll
--- "кат  —  , , , g . , • (б.ООЦ(Е ]0 l +  |S],//Cs'

Для нахождения нензвестних значений р и /Cs' эта зависи*- 
мость преобразуется к внду: 

при0<р<1 (ингибирование)
*9ф = ___ 1___  = J _  + _L ; (6.67)

Ф , ro / [E ), 1 — Р 1 — Р [S U  1
** 1 

при р>1 (актнвацня)
1 1 , *s ' 1

** '■•/[Elo , р - 1 + р-1 [Sl, *
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Две последние зависимости дают прямме в координатах, Л,ф = 
= /(l/[S]o), что позволяет определнть р и /Cs', поскольку k2 най- 
дсно из экспериментов прн малмх концентрациях субстрата.

Рассматривая ннгнбирование и активацню ферментов как об- 
mee явление, можно заключить, что при воздействии посторонннх 
вешеств кинетнка реакции описмвается уравнением типа Миха- 
элиса — Ментен с видоизмененнмми константами. Дополнитель- 
ное влияние самого субстрата заметно меняет вид кинетической 
зависимости, которая только в определенннх условиях — при до- 
статочно малнх [S]o— переходит в уравнение Михаэлиса — 
\\ентен.

В рамках обшнх представлений об ингнбировании и актива- 
цнн ферментов удается объяснить и колнчественно опнсать влия- 
ние рН средн на скорость ферментативннх преврашений. В этом 
случае обнчно предполагают, что сам фермент содержит как ак- 
тивнне атомн водорода, способнне отцепляться в виде протона, 
так и центрн, способнне протоннроваться извне. Обозначая «нор- 
мальную* форму фермента через ЕН, а его протоннрованную и 
депротонированную формн через ЕНг+ и Е -, можно представить 
обобшенную схему влняния рН на ферментативнне реакции: 

EH,++S e h 2+s

I * " *
ПН+ S EHSEH+S ч=± EHS EH+P (6 69)

E-+S ч = *  E-S.
V

Значення констант равновесия в схеме (6.69)
v  _ IE H ][S )  ^ _  [EHJIH+] ^ _  [Е-ЦН+1

S [EHS] ’ а [ ЕН,+ ] * b (ЕН1 ’ 
|EHS][H+1 [E-S][H+1

-------------1 I  1------ » А б  ------[EHj+S] '  [EHS]
дают возможность записать уравненне матернального баланса пэ 
ферменту, учитнваюшего его формн:

[E)o’=[E-]+[EH]+[EH,+]+[EHS]+[EHj+S]+ [E~S],

нлн | E | „ - |E-1 + _ ! £ ^ L  +  i q i ^  +
А  Ь l \ a * \ b

, [E-][H+IS1 , [E ][H+p[Sl , /C*'[E ](S]
KbKi ' KbKsKa' KbKS

Скорость расходования субстрата
d[S1 -»Aj[EHS, = Л, ‘E "<H+>S1dx K>Kt
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может бить получена подстановкои с  из м а т е р и а л ь т л  и u o « a t

l + |H+l//C/a+A:V[H+l 
„ I + [ H  + ]//Ca +  K4/ lH >

lE ]e[Sl

Ks + IS|
(6.70)

l + [ H + ] / / ( ,a + / C V [ H + l

Начальную скорость реакции находят из виражения (6.70) и
записивают в виде уравнения Михаэлиса — Ментен:

<r,.T[E]o[S]o
r 0‘ [S|o

причем

l + [ H + | / / C 'a + /C '» / [ H + ] 

l + [ H  + ]//Ca+/Ct / [ H + l

1+ [ Н + ] / Л ’, . + / С , »/[Н+

(6.71)

(6.72)

Схема (6.69) раскривает зависимость скорости ферментатив- j 
иих реакций от рН, т. е. от [Н+], которая хорошо согласуется с i 
экспериментальними данними, поскольку и константа скорости 
распада фермент-субстратного комплекса в продукти k2 и кон- 
станта нестойкости этого комплекса Ks входят в виражения 
(6.72) в виде сомножителей. Второй член этих произведеиий ме- 
няется с изменеиием кислотности среди. Соответствуют экспери- 
менту и частние случаи обвдей зависимости (6.71):

а) активний центр фермента полностью дезактнвируется как 
при протонировании (Ко'-1-00), так и при отшеплении протона[

►0), тогда

Г о«= . *,[E]o[S]o
Ks(l+[H + ]//Ca+/C»/[H+l)+[Slo

(6.73)

Форма уравнения (6.73) показивает, что этот случай анало- 
гичен полному конкурентному ингибнрованню;

б) ионизация фермента не влияет на активний центр, а фер- 
мент-субстратний комплекс ионизируется так же, как и свобод- 
ний фермент, т. е. Ка= К а ,  Кь =  Кь', Ks = Ks' = К%", в этом случае

r 0- 1+ |Н+|//С0+Дь/[Н^ rlEHSJo
A's+ [S]0

(6.74)

и уравиение аналогично зависимости, описиваюшей полное не- 
конкурентное ингибирование.

В обшем случае исследование рН-зависимости скорости фер-
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\1снтативнь1х реакцнй проводят 
н виде серии экспериментов прн 
разних рН. При этом протонн- 
рование и депротонирование 
((юрмент-субстратного комплекса 
(Ка, К ь )  удобно оценивать по 

j ЗЗВИСИМОСТИ Йкат от [Н +]. Для на- 
хиждения Ка  н Кь, характеризую- 
ших фермент, обично используют 
значения отношения Ак.тЖ м" при 
разних рН, поскольку согласно 
(6.72)

_________ кг/Ks_______  7t-v
Км' T+W\JJC+k U W I '

P iic . 6.13. Оценка констант К„ н 
Кь no влнянню рН на скорость 
ферментативних реакцнй

Оценка величин Ка  и Кь может бить проведена по колоколо- 
образной кривои в координатах 1п(*Кат//См" )  =f (рН). как это 
иоказано на рис. 6.13.

§ 6.3. Учет спонтанной инактивации ферментов в ходе 
ферментативнмх превра^цений

Потеря актнвности, связанная с переходом фермента в неак- 
тивную форму, является причиной сннжения производительности 
биореакторов и должна обязательно учитиваться при созданни 
бнотехнологических процессов. Прн этом требуется тшательно 

1сследовать прнчини инактивацни, что позволяет подобрать усло- 
ния, при которих сохраняется наивисшая возможная активность 
фермента.

Изомеризация ферментов шод воздействием факторов окру- 
жаюшей среди часто приводит к обратнмой инактивации, проте- 
каюшей в ходе реакцни по схеме

E+S =ғ==ь ES Е+Р;

кр
(6.76)

По этой схеме концентрацнн активной [Е ]  и неактивной [E rt] 
форм фермента связани через константу равновесня изомеоиза- 
иии: [E „ j = /Ср[Е].

Концентрация свободного фермента, найденная нз материаль- 
чою баланса по ферменту (при условии [E ]0< [S ] )

(Е ) ш , '
K s+  [S| + K fKs



следовательио, скорость процесса 
dlSl

■ =  *,[ES] = ME|o|S| (6.77)1
/Cs+ |S) +ACp/Cs

Начальная скорость реакцин, вираженная по уравнению'
(6.77), преобразуется к виду 

ME]o[S]oг, =  — • ME|o|S]o I+[S|o/Ks
/CS+ [S ]0+/CpKs /Cs+ IS |b 1+ [S[o//Cs+/Cp

Анализ уравнения в форме (6.78) показнвает, что при боль-| 
шнх значеннях [S]o может бнть вьгполнено неравенство (1-.
+  [S]o//(s)~>KP, когда уравнение (6.78) прнводится к уравнению! 
Михаэлиса — Л\ентен, т. е. инактивации фермента практнческиГ 
не происходит. Напротив, при достаточно малнх [S]o, когда 
[S ]o< K s и [S ]0//Cs<l, равенство (6.78) приобретает в«д

_M EM S b  
/fs(l+/Cr)

или в обрашенной форме

7 Г = (1 + к ' > Ш ь Ж -  (6 80,|
Таким образом, »при малмх начальних концентрациях субстра- I 

та зависимость l/ro=/(l/[S]o) линейна, однако прямая проходит I 
через начало координат, тогда как при больших [S]o в тех же j 
координатах Лайнуивера — Берка получается нормальная зави- ' 
симость, позволяюшая найти rmax и Ks■ Исследовання в широком 
интервале [S]o позволяют не только качественно обнаружить 
обратнмую инактивацию фермента, но и найтн константу равно- j 
весня Кр-

Значительно большую опасность с точки зрения технологиче-1 
ского применения представляет иеобратнмая инактивация фер- : 
мента в ходе реакции. Результатом этого часто является непол- 
ное преврашение субстрата, часть которого не успевает прореа- 
гнровать до полной инактивации фермента. Дезактивация фер- j 
ментов может протекать 'по-разному в зависимости от влняння 
субстрата на этот процесс. Послед1гий может либо предохранять 
фермент, если комплекс ES неспособен к инактивации, либо спо- 
собствовать потере активности:

E+S 4=fc ES —*■ Е+ Р

Е„
или Е +  S ES Е+ Р

(6.81)

(6 .82 )

Ец + S
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Если обшую коицеитрацию фермента, сохранившего актив- 
цость к данному моменту, обозначить [Е * ]о ,  то на всем протяже- 
H,iii реакции сохраняются равенства

[E J„—[Е*]о+[Е«];
(6.83)

[ E ‘ ]o - (E ]+ [ES ].

13 первом варианте, когда ииактивируется только свободний 
фермент, скорость дезактивации

= *и,,[Е]. (6.84)^IE*].
d l

где к»н— константа скорости инактивации, а скорость расходова- 
ння субстрата

---- j —  =  * ,[ ES ] =  kt —  (6.85)

Отношение (6.84) к (6.85) приводнт к равенству 
d [E * ]0 A„„[E]/CS 
l i i s ]  A ,[E ] [S |

(6 .86)

Разделение переменних позволяет проинтегрировать уравне- 
ние (6.86) с учетом начальнмх условий: при т=0 [ Е * ] о = [ Е ] о  и 
[S ] = [ S ] 0

l5,)e ь v  tsl WIQI
Г (6.87)I

откуда

При полной инактивации фермента [ Е * ]о  обрашается в нуль, 
чри этом часть субстрата [ S ] K остается непреврашенной, послед- 
няя величина может бить легко определена в эксперименте.

Зная [ S ] K, м о ж н о  внчислнть константу скоростн ннактива- 
Ции /гнн, поскольку

I f? 1 _ Ьт1К$ (S)o //.1 Е ] , - _ -— ln— — (6.89)
[S |K

или кИи=  |c i • (6.90)

а m̂ax и Ks известнь! из независиммх опмтов.
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Второй вариант, когда инактивнруется фермент-субстратпий 
комплекс, приводнт к следуютнм виражениям:

d\ E*l.
d т

d|Sl
dx

: *ин [ ES ];

= *, [ ES ],

т.е. d\ E*l,
d\S) kt

Интегрирование при тех же начальних условиях дает
*ин[ Е ] ,  — [Е* ],  = 

Когда [ Е * ] о = 0  и [ S ]  =  [ S ] K

кг
(IS ]0- [ S ] ) .

lE ].=  - ^ - ([S ] ,- JS ]K).

(6.91)1

(6.92»

(6.93)'

(6.94)

11ЛИ *ин —  ■ . (6.95)[S ].- [S1K 1 '
Сравнивая внражения (6.90) и (6.95), можно показать способ 

различить два описанних варианта инактивации: при проведе- 
нин серии опитов с разннми начальними концентрациямн суб- 
страта [ S ]o  конечние концентрацни [ S ] K должни получаться та- 
кими, чтобн в первом случае сохранялось лостоянним отношение 
[ S ] o / [ S ] K, а во втором — разность ( [ S ]0— [S ] к)- Очевидно, ис- 
следование склонностн ферментов к необратнмой инактивации 
позволяет виявить влияние внешних факторов — температури, 
рН, природи растворителя и т. п.— на величину k„„ и тем самим 
обосновать вибор оптимального режима процесса.

§ 6.4. Влияние температурм на скорость ферментативнмх 
реакций

Константа скорости преврашения фермент-субстратного комп- 
лекса k2 меняется с температурой по уравненню Арреннуса

ехр ( - t / R T ) ,  (6.96)

где k2,o— предэкспонента.
Независимо от велнчнни энергии актнвацин е константа k2 

всегда растет с температурой.
Если рассматривать уравнение Михаэлиса — Ментен в форме, 

содержашей в знаменателе константу нестойкости фермент-суб- 
стратного комплекса Ks, то температурние изменения этой кон-
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тантн, как и любой константи равновесия, подчиняются закону

где АНР°  — теплота распада комплекса на исходние вешества.
Рост или снижение Ks с температурой определяет знак ДН р°, 

и можно сказать, что большинство экспериментальних значений 
Қ5 находятся в пределах 10_3— 10~5 моль/л, т. е. фермент-суб- 
отратннй комплекс образуется с константой равновесия ~104 л/ 
/моль, а значит, для этого процесса AG° нмеет отрицательное 
значение. С другой сторонн, если не учитнвать влияния раство- 
рителя, соединение фермента и субстрата в единую частицу про- 
гекает с отрицательннм нзмененнем энтропии, как и все реакции, 
протекаюшие с уменьшением числа молей реагируюших вешеств, 
т. е. AS°< 0. В таком случае оказнвается, что в равенстве AG° = 
= ДН °— TAS°, описнваюшем термодинамику образования комп- 
лекса ES, левая часть отрицательна, а член (— TAS°) — положи- 
телен, что может иметь место только при А Н °< 0. Сольватация 
фермента и субстрата может отразиться на знаке AS°, что за- 
труднит внвод о величине АН°.

Часто оказнвается, тем не менее, что теплота образоваиия 
фермент-субстратного комплекса отрицательна, а теплота обрат- 
пой реакции его распада— положительна, т. е. разложение комп- 
лекса E S  на исходнне вешества протекает как эндотермический 
процесс с A//p°>0. Из этого вивода следует, что константа Ks 
будет растн с температурой по уравнению (6.97), имеюшему по- 
ложительную правую часть. Если пренебречь температурной за- 
висимостью величинн АНР°, то в интегральном виде

Рост с температурой констант k2 и Ks в чнслителе и знамена- 
теле уравнения (6.99) не позволяет сделать однозначного теоре- 
тического заключення о влиянии температури на скорость ro. На 
практнке оказивается, что скорость ферментативних реакцнй 
растет при низких температурах, проходит через более илн менее 
пологий максимум н падает в той температурной области, где 
начинается термнческая деструкция ферментов, в основном из-за 
денатурации их белковой части. Это заставляет при технологи- 
ческом нспользованнн ферментов обязательно поддерживать тем- 
пературу в пределах оптимума, нанденного экспериментально, н

(6.98)

н уравнение Мнхаэлиса — Ментен приобретает вид
*2.о ехр(— t/RT) [E]0[S|o 

Г° ”  /Cs.o схр(Д//°//?7")+ [S]„ '
(6.99)
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делает понятннм ннтерес исследователен н технологов к ферме| 
там термофильннх микроорганизмов, имеювдим оптимум актив! 
ности при 70—80 °С и внше.

Рассмотрение более обшего вида уравнения Михаэлиса^ 
Л\ентен, включаюшего в знаменателе константу /См = ( A e _ i /Л|| 
позволяет точнее описать температурную зависимость скороеЛ 
ферментативннх реакций. Однако для этого необходимо раздели 
ное знание констант скорости образовання (k\) и распада (*_|1 
фермент-субстратного комплекса и его преврашения в продуктЛ 
(k2). В стацнонарннх условиях ([E]0< [S]) может бнть найде! 
но только значение k2 (из rm«x = ̂ 2[E]o), тогда как k2 и k-\ опрм 
деляют совместно в виде /См- Для нахождения k\ и k-\ приходия 
ся прибегать к исследованиям ферментативннх процессов в не! 
стационарной областн.

Для простейшен схемн реакции
*i **

E+S ч= ь  X —  Е+Р 
*-i

скорость накопления продукта
d[P]/*-*,[X].

причем промежуточннй комплекс X образуется и расходуется со 
скоростью

rf[X]/dT=A,[EHS]- (*_,+*,)[Х].

На всем протяжении реакции сохраняются равенства 
ГЕ]о=[Е]+[Х];
[S]o-[S]+ [X]+ [P]. (6.100)

При внполнении условия [E ]o > [S ]o  долей фермента в соста- 
ве комплекса X можно пренебречь, считая, что [Е ]о «  [Е ]. В этом 
случае X накапливается как обнчннй промежуточннй продукт. 
Внражая текушую концентрацию [S ] из (6.100) как [S ] = 
= [ S ]0— [Р ] — [X ] и подставляя ее в уравнение скорости, по- 
лучаем

d[X]/dT-*,[E]0([S]o -  [Р ]-  [X]) -  (k-t+k3) [XI 

и далее после повторного дифференцирования 
rf*(Xl ь Id[p] d [X ]\

\  dx Ъ  )dx*

Поскольку d[P]/dT=£2[X ], то

+ (*-,+**+*, [Е]о) ^  +k,k, [Е]о[X] -0.
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Это линейное дифференциальное уравнение второго порядка 
имеет решенне

Днфференцирование уравнения (6.101) позволяет найти теку- 
un ю концентрацню субстрата

Экопериментальное исследование текуших концентрацнй суб- 
страта и продукта, а если возможно, н комплекса X  (рнс. 6.14) 
позволяет найти значения всех кинетических констант. Хотя ос- 
ювная цель оказивается достигнутой, этот метод не пользуется 

популярностью у исследователей не только потому, что требует 
большого расхода фермента, но и из-за возможннх посторонних 
влияний на протяжении эксперимента, занимаюшего довольно 
ллительное время.

Рис. 6.14. Қииетические крмвие суб- Рис. 6.15. Схема струйного реактора
страта [S], продукта [Р ] и промежу- для исследования предстационарной
точного комплекса [X] в нестационао- кннетики ферментатнвних реакцнн 
ном режнме (E0> [ S ]0)

причем

(6. 102)

и продукта

[Pl-M^EWSlo [Xi (Xi —X,*) — ̂ l) (ех*т - 1 ) ] .

(6.103)

t,c
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В последиие годьг с развитием экспериментальной 
большую популярпость приобрело исследование так назь1ва*к 
предстационарнон кннетнки ферментативних реакций, оснпЛ^ 
ное на изучении текушей концентрацни фермент-субстратЯ* 
комплекса X в условиях [ E ]0< [ S ] 0 в тот промежуток в р е ^ В  
пока еше не достигнуто стационарное состоянне. В этом 
[Е ]  = [Е ]0— [X ] и УЧа*

rf[X]/rfT-=*,[E][S] — (*_,-+-*,) |Х ]-*,[S]([E]o — [X]) -  (*-.+*,)»]. 1
На коротко.м отрезке времени до установления стационярЖ 

стн [S ] ж  [S ]0 = const. Решение дифференциального уравнеШ 
(при условни х = 0; [X ] =0): я

1*1 ~  Ь .г+ Ь  у  е 1- (6.Я)
ki I

При увелнченнн т[Х] стремится к стационарному значеннш
.vi _ l EW sl»
1 Ьт,ц K m +  [S].'

Как показивает эксперимент, время достижения стационар* 
ного значення [ Х ] Ст а ц =  10_64-10-2 с. Проведение экспернмента»* 
такое короткое время требует использования специальннх мето- 
дов, обично основанних на применении соответствуюшей те х в  
кн (рис. 6.15). Таким методом бмло найдено, что образоваж 
фермент-субстратного комплекса происходит с константой скв- 
рости порядка £| = 106-i-1010 Моль/л с, тогда как константа 
хаэлиса — Ментен /См нмеет значение порядка 10-5— 10-3 моль/i. 
Зная величинн kit k~\ и £2, можно количественно определить тем- 
пературную зависимость /(м и таким образом виявить влиянВ 
температури на скорость ферментатнвнон реакции, а также п# 
лучнть важную информацню о механизме каталнтического де» 
ствия фермента.

КОНТРОЛЬНЬ1Е ВОПРОСЬ!
1. Какови основние достоннства н недостаткн днфференцнальиого я я |  

тегрального методов нзучения кинетикн ферментативних реакций?
2. Какова точность результатов, получаемих при нспользованин разяШ 

типов координат (см. в тексте) для обработки экспериментальних данни* ■  
кинетике ферментативних реакцнй? J |

3. Как ни объясняете разлнчия в механизмс вэанмодействия ферментш 
с конкурентними н неконкурентнимн ннгнбиторамн? Почему не может 
конкурентних активаторов? . J

4. Какую роль нграет протонирование в рамках схеми, объясняюшен 
ние рН среди на актнвность ферментов?

5. Известно, что фсрментатнвная реакция ннгнбнруется продуктом * 
мозится субстратом. Как поставить н обработать экспернменти по кииети» 
скому описанию такой ферментатнвной реакции?
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I  феР*1011™  одного и того же т,ша М0ГУТ бить получень! из психрофиль- 
,оФ»льнь1х и термофильних микроорганизмов, при этом они имеют поч- 

*"е .аковую активность при соответствуювдей оптимальной температуре 
in ^ 1'1, по стойкости. Какие соображения могут послужить основой для вь1- 
„ 6.t>31'_0 „ли нного образца при практическом осушествлении процесса?
<jOp* 1, (екотормй ферментннй препарат вмбран для использования в про- 
^Ьенном процессе. Какие сведения об этом ферменте должен иметь инже- 

* работчик и как он будет их использовать в ходе проектирования био-

Р^Т^ГиДРОЛНз бензилпенициллина, катализнруемнй пенициллинамидазой, 
| ( п рН 7,5 протекает с кннетическими параметрами /f2—1,5 с-1, /См —
ВPjJ_|о - моль/л и ингибируется продуктом — фенилуксусной кислотой с кон- 
l» 3' ‘ др = 3-10—5 моль/л. Какова степень конверсии субстрата за 15, 30 
cTcli м н если начальнме концентрации субстрата и фермента равнм соответ- 
KLmhiio 1 •l0_S М0ль/л и 2' 10-7 и°ль/л?ст g Цри изучении ферментативной реакции методом начальних скоростей 
Ьмлось найти параметри/t2**0,6с-1,/См=4-10~5 моль/л ( [E ]0“ 2,l• l  моль/л). 
^^Бёйшие исследования показали, что процесс преврашения субстрата не 
Гдается злвершить, причем конечнме концентрацнн субстрата [S]« связани с 

Со начлльнмми концентрациями [S ]0 следуюшимн соотношениями:
S ]0 -1, моль/л 0,125 0,143 0,167 0,210 0,250
s],-10\ моль/л 0,068 0,086 0,110 0,151 0,193

I  Ка ни объясннте и количественно опишете наблюдаемое явление?
10. Как вм оцените допустимое время смешения потоков субстрата и фер- 

мента при изучении нестациоиариой кинетнки ферментативних реакций мето- 
домсо^тановленной струи>?

Г л а ■ e 7. OCHOBHblE КИНЕТИЧЕСКИЕ ЗАКОНОМЕРНОСТИ POCTA 
ГЛУБИННЬ1Х КУЛЬТУР И НАКОПЛЕНИЯ ПРОДУКТОВ
МЕТАБОЛИЗМА

Наряду с рассмотренннми в предндувдей главе ферментатив- 
Hbi4i: ;>еакцпями все большее значение в настояшее время при- 
обре: юг промншленнне процессн, включаюшие в качестве ос- 
новной стадин рост и размножение микроорганизмов, а также 
биосннтсз имн продуктов метаболизма. Для количественного опи- 
cai1»* я масштабирования таких процессов требуются исследова- 
8ия кинетике накопления биомассн или продуктов. Необходи- 
Мо Р т'!етить, что кинетнка микробиологических процессов в ее 
к°ли iccmcHHOM варианте разработана относительно слабо. За- 
^Ғ*ук> авторн принимают математические модели роста и раз- 
[ нояиция клеток, а также биосинтеза метаболитов, не задава- 

ь ие.тью придать этим моделям определенннй физический
• а ограничиваясь лишь требованием адекватности описа- 

H L l 4 a  ibHo наблюдаемнх явленнй.
т е з Г °ЖНОСТЬ создания физнчески обоснованной модели биосии- 
кио .пРИв°Дит к тому, что некоторне крупнне специалистн, та- 
6o.leKaK ^ Дж - Перт, ограничиваются рассмотрением одной наи- 
Baiii,' • ,10тРебительной модели, избегая обсуждения ее обосно- 
f "  °сти, достоинств и недостатков.



В последние годн с развитием экспериментальной т е м  
большую популярность прнобрело нсследованне так назцвздР1» 
предстационарной кинетики ферментатнвних реакций, och<vV  
ное на изучеиии текушей концентрацни фермент-субстрат5' 
комплекса X в условнях [ E ]0< [ S ] 0 в тот промежуток врезД^ 
пока еше не достигнуто стационарное состояние. В этом 
[Е ]  = [Е]о— [X ] и УЧа«

d[X]/rft=A-,[E][S]- (*_ ,+ *,) [XI =*i[S]([E]o — [X]) -  (*- .+ *,)[XJ. 1
На коротком отрезке времени до установления стациона)* 

стн [ S ] « [S ]0 = const. Решение дифференциального уравне® 
(при условни т = 0; [X ] =0): я

IX i -----Ш о151е— . -(*i[S]0+*_i+*,)t , Ш
- * .!+ * , + 11 е i- (6-IW)

5  I
Г1ри увеличении т[Х] стремится к стационарному значени»

■ у  * _ I E ] 0[S1,
1 1ст*ц Km +IS].'

Как показивает эксперимент, время достижения стационар- 
ного значення [Х ]СТац= 10~e+10_2 с. Проведение экспернмента|« 
такое короткое время требует использования спецнальних мею- 
дов, обично основанних на применении соответствуюшей теха» 
ки (рис. 6.15). Таким методом било найдено, что образованЬ 
фермент-субстратного комплекса происходнт с константой c iB  
рости порядка fc| = 106+1010 Моль/л с, тогда как константа 
хаэлиса — Ментен /(м имеет значение порядка Ю-5— 10-3 моль/1. 
Зная величини k\, k-\ и ki, можио количественно определить тем* 
пературную зависимость /См и таким образом виявить влияние 
температури на скорость ферментатнвной реакции, а также пФ 
лучнть важную информацню о механизме каталитического де* 
ствия фермента.

КОНТРОЛЬНЬ1Е ВОПРОСЬ!

1. Какови основние достоннства в недостатки дифференциального и Ш  
тегрального методов изучения кинетики ферментативних реакций?

2. Какова точность результатов, получаемих при использовании разиШ 
типов координат (см. в тексте) для обработки экспернментальних данньи Ч  
кинетике ферментатнвних реакций? -

3. Как ви объясняете различня в механизмс взаимодействня ферментш 
с конкурентними и неконкурентними ннгибнторамн? Почему не может б|Л1 
конкурентних активаторов?

4. Какую роль нграет протонирование в рамках схеми, объясняюшеи 
ние рН среди на активность ферментов?

5. Известно, что ферментативная реакция ингибируется продуктом * 
мозится субстратом. Как поставить и обработать эксперименти по кинетвч 
скому описанню такой ферментативной реакцни?
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Фермепть! одного и того же типа могут бить получени из психрофиль- 
6 ьильних и термофнльних микроорганизмов, при этом они имеют поч- 

[gu*, f е!аковую активиость при соответствуювдей оптимальной температуре 
tii :’t по стойкости. Какие соображения могут послужить основой для ви- 
Гб-111 цли иного образца прн практическом осушествлении процесса? 
вора. т ^екоторь1й фермеитнмй препарат вмбран для использования в про- 

,,ном процессе. Какие сведения об этом ферменте должен иметь ииже- 
»|Ь,и!^.паботчик и как он будет их использовать в ходе проектирования био- 

КеР-Г- V
реа г̂^рцдролиз бензилпенициллина, катализируемий пеиициллннамидазой,

| i' м pll 7,5 протекает с книетическими параметрамн k} — 1,5 с-1, /Сч“
Р « .Г (1 н ннгнбируется продуктом — феннлуксусной кислотой с кон-

д,, = 310-5 моль/л. Какова степень конверсии субстрата за 15, 30 
м ссли начальние концентрации субстрата н фермента равни соответ* 

и пио 1 • 10_3 моль/л и 2-10-7 моль/л?
ст g При изучении ферментативиой реакции методом начальних скоростей 
да найтм параметри*г—0,6с-‘,/Сч = 4-10-5моль/л ( [Е]о-2,1 • 10* моль/л). 

K T g c i ;„ме нсследования показали, что процесс преврашения субстрата не 
Ьааетс i завершнть. причем коиечние концентрации субстрата [S ]«  связани с 
iero н ачальиим и  концентрацнями [ S ]0 следуюшими соотношениями:

s l0-10\ моль/л 0,125 0,143 0,167 0,210 0.250
is |R I0\ моль/л 0,068 0,086 0,110 0,151 0,193

К, ви объясните и количественно опншете иаблюдаемое явление?
10 Как вь! оцените допустимое время смешения потоков субстрата и фер- 

мента при изучении нестационариой кинетикн ферментативних реакций мето-
дом «остановленной струи»?

Глава  7. OCHOBHUE КИНЕТИЧЕСКИЕ ЗАКОНОМЕРНОСТИ РОСТА 
ГЛУБИННЬ1Х КУЛЬТУР И НАКОПЛЕНИЯ ПРОДУКТОВ
МЕТАБОЛИЗМА

Наряду с рассмотренними в предидушей главе ферментатив- 
ньтн реакциями все большее значение в настояшее время при- 
обре: i ю r промишленние процесси, включаюшие в качестве ос- 
новн ii стадии рост и размножение микроорганизмов, а также 
оиосг !тсз ими продуктов метаболизма. Для колнчественного опи- 
сэаия и масштабировання таких процессов требуются исследова- 
Ния Tid кинетике накопления биомасси или продуктов. Необходи- 
“ овотметить, что кинетнка микробиологических процессов в ее 
к°1и .есгвенном варианте разработана относительно слабо. За- 
п>стую автори принимают математические модели роста и раз- 
ИРжения клеток, а также биосиитеза метаболитов, не задава- 

ь Цслью придать этим моделям определенний физический 
^ В с■'!. а ограннчиваясь лишь требоваинем адекватности описа- 
^ЖРсально наблюдаемих явленнй.
теза 10ЖНОСТЬ С03Даиия физически обоснованной модели биосин- 
Кие !11)ИВодит к тому, что некоторие крупние специалисти, та- 
б01е' 'к Дж. Перт, ограничиваются рассмотрением одной наи- 
Ва'нц( - потРебительнон модели, избегая обсуждеиия ее обосио- 
Р  ° сти. достоинств и недостатков.
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В даннои главе приведено сравнительное описание разлнчии 
вариантов ироцессов микробиологического синтеза, в основу ко, 
торих положени те нли иние представлення о механизме явле| 
ний. к  сожаленню, ми винуждени ограннчнться лишь обсужде^ 
иием кинетики глубинного культнвнрования, т. к. поверхностное 
культивирование создает пока что непреодолимие трудности дл* 
разработки количественних моделей.

§ 7.1. Феноменологическое описание процессов 
культивирования микроорганизмов

Многолетние исследования роста микробних ттопуляций при- 
вели к виводу, что зависимость концеитрации биомасси от вре- 
мени обьгчно описивается сложной кривой, приведенной па 
рис. 7.1. Она может бить разбита на 5—6 участков. Измереиие 
концентрации клеток в культуральной среде само по себе пред» 
ставляет непростую задачу, поэтому концентрацию биомасси [X ] 
виражают чаше всего числом клеток в единице объема жидкой 
фази (кл/мл) либо через массу клеток, прнходяшуюся на еднни- 
цу объема. Массу клеток нзмеряют путем взвешивания после nu- 
сушивання в стандартних условиях и говорят поэтому об абсо- 
лютно сухой биомассе [г АСБ/л]. Второй вариант технически 
более удобен для мнцелиальних культур.

Первий участок кривой рис. 7.1 носит название лаг-фази 'i 
может иметь большую или меньшую продолжительность в зави- 
симостн от степени подготовленности инокулята к потреблению 
пнтательних вешеств из среди, в которую он помешен. Во многих 
случаях отмечалось даже некоторое первоначальное снижение 
концентрацни клеток в ходе лаг-фази, которое затем сменялось 
их медленним размножепием. Известно, что сушествуют мини- 
мальние посевние дози, поскольку внесение инокулята в чрез- 
мерно малих колнчествах приводит к ero нолному отмиранию. 
Это явление практически не изучено с количественной сторони, 
хотя его нельзя не учитивать в практнке культивировання. От- 
критим остается воирос и о фиксации времени вихода культури 
из лаг-фази. Обично за момент окончания лаг-фази прнннмают 
время, когда после снижения [X ] достигается его первоначальное 
значенне [Х]о.

После завершения фази прнвикания культури к окружаюшей 
питательной среде начинаются рост и размножение клеток, кото- 
pue пронсходят характерним для данного тнпа микроорганизмов 
способом — делением (бактерии), почкованнем с последуюшнм 
разделеннем (дрожжи) или ростом мнцелня. После некоторого 
времени, в течение которого культура размножается со все воз- 
растаюшей скоростью (фаза ускоренного роста), накопление ЛСБ 
идет по логарнфмнческому закону. В этой основной фазе роста,
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которую прннято називать экс- 
^иенииальной, завионмость 
X] от времени обично хорошо 

■прямляется в полулогарнфмн- 
|Сских коордннатах, что, как 
h u c c t h o ,  характерно для про- 
цсссов, описнваемих кииетиче- 
ским уравнеиием первого по- 
рядка.

В силу ряда причин, рас- 
, матрнваемих ннже, экспонен- 
ипальний рост по прошествин 
скоторого временн затормажн- 
ается, т. е. прямая в координа- 

rax 1п[Х]=ф(т) переходит в 
кривую, асимптотически приближаюшуюся к предельному зна- 
чению. Этот участок кривой на рис. 7.1 обичио називают фазой 
торможения роста, за ней у многнх микроорганизмов наступает 
стациоиарная фаза, когда концентрация биомасси не меняется 
во времени, а далее — фаза отмирания, в ходе которой число 
жизнеспособних клеток уменьшается.

Било 6u неправильним понимать зависимость, приведенную 
иа рнс. 7.1, так, что в стацнонарной фазе клетки находятся в не- 
котором покояшемся состоянии, не делясь и не отмнрая. Напро- 
тив, в этот период идут более или менее интенсивное отмираиие 
и лизис отдельних клеток, в результате остальние представители 
популяции получают дополннтельние источникн пнтания. Строго 
юворя, отмирание клеток наблюдается в небольшой степени и на 
сгадии экспоненциального роста, хотя там этнм процессом часто 
преиебрегают.

Фаза отмирания, как это показано на рис. 7.1, может начн- 
паться и непосредственно после замедления роста, в результаге 
па кривой наблюдается пологий максимум, а не плато, как это 
характерно для большинства культур.

Количественное описание всей кривой роста чрезвичайно за 
труднительно и на практнке не прнменяется. Наибольшнй прак 
тический интерес представляют экопоненциальная фаза, когдг 
идет образование биомасси и продуктов метаболизма; фаза тор 
чожения, в ходе которой накапливаются так називаемие вторич 
nue метаболити, и, наконец, фаза отмнрания, которая особенш 
нажна для процессов стерилизации, предшествуюших проведенин 
любого асептического процесса в биотехнологии.

При периодическом культивированни микроорганнзмов боль 
iuoe влияние на производительность биореактора оказивает про 
должительность лаг-фази. Однако до сих пор отсутствуют какие 
либо иадежние количественние характеристнки этой стадии, кс

Ш,г/Л

Рис. 7.1. Завнсимость концентрации 
бномасси от времени прн периодиче- 
ском культивированин микроорганиз-
мов
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В данной главе прнведено сравнительное описание различн! 
вариантов процессов микробнологического синтеза, в основу к„, 
торнх положенн те или иние представлення о механизме явл^ 
ний. К  сожалению, m i j  винуждени ограннчиться лншь обсужд 
нием кинетики глубинного культивирования, т. к. поверхностшх 
культнвирование создает пока что непреодолимие трудности для 
разработки количествениих моделей.

§ 7.1. Феноменологическое описание процессов 
культивирования микроорганизмов

Многолетние нсследования роста мнкробних нопуляций прнч 
велн к виводу, что зависимость концентрацни биомасси от вре4 
мени обьгчно описивается сложной кривой, приведенной на 
рис. 7.1. Она может бить разбита на 5—6 участков. Измерение 
коицентрацни клеток в культуральнон среде само по себе пред- 
ставляет непростую задачу, поэтому концентрацию биомасси [X ] 
виражают чаше всего числом клеток в единице объема жидкой 
фази (кл/мл) либо через массу клеток, прнходяшуюся на единн- 
цу объема. Массу клеток измеряют путем взвешнвания после ви- 
сушивання в стандартних условиях и говорят поэтому об абсо- 
лютно сухой бномассе [г АСБ/л]. Второй вариант технически 
более удобен для мнцелиальних культур.

Первий участок кривой рис. 7.1 иосит название лаг-фази 
может иметь большую или меньшую продолжительность в зави- 
симости от степенн подготовленности инокулята к потребленню 
пнтательних вешеств из среди, в которую он помешен. Во многих 
случаях отмечалось даже некоторое первоначальное снижение 
концентрации клеток в ходе лаг-фази, которое затем сменялось 
их медленним размножением. Известно, что сушествуют мини- 
мальние посевние дози, поскольку внесение инокулята в чрез- 
мерно малих колнчествах прнводит к его полному отмиранию. 
Это явление практически не изучено с количественной сторони, 
хотя его нельзя не учнтивать в практике культивирования. От- 
крнтим остается вопрос н о фиксацнн времени вихода культури 
из лаг-фазн. Обнчно за момент окончания лаг-фазн принимают 
время, когда после снижения [X ] достигается его первоначальное 
значение [Х]о.

После завершення фазн привнкания культурн к окружаюшен 
питательной среде начинаются рост и размножение клеток, кото- 
рне пронсходят характерннм для данного типа микроорганнзмов 
способом — делением (бактернн), почкованием с последуюшнм 
разделеннем (дрожжи) нли ростом мнцелия. После некоторого 
времени, в течение которого культура размножается со все воз- 
растаюшей скоростью (фаза ускоренного роста), накопление АСБ 
идет по логарифмнческому закоиу. В этой основной фазе роста,
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которую принято назнвать экс- 
1„ 11енциальной, завиоимость 
X] от временн обично хорошо 

.„рямляется в полулогарифмн- 
'jc ck h x  коордннатах, что, как 

uiecTiio, характерно для про- 
цсссов, описиваемих кинетиче- 
(Ким уравненнем первого по- 
>ядка.

В силу ряда причин, рас- 
.матриваемнх ниже, экспонен- 
ииальннй рост по прошествин 
скоторого времени затормажн- 
ается, т. е. прямая в координа- 

rax 1п[Х]=ф(т) переходит в 
кривую, асимптотически приблнжаюшуюся к предельному зна- 
чению. Этот участок кривой на рис. 7.1 обнчно назнвают фазой 
горможения роста, за ней у многих микроорганизмов наступает 
стационарная фаза, когда концентрация бномассн не меняется 
во времени, а далее — фаза отмирания, в ходе которой число 
жизнеспособннх клеток уменьшается.

Бнло бн ноправильннм понимать зависимость, приведенную 
па рнс. 7.1, так, что в стацнонарной фазе клетки находятся в не- 
котором покояшемся состоянии, не делясь и не отмнрая. Напро- 
тив, в этот период идут более или менее интенсивное отмирание 
и лнзис отдельннх клеток, в результате остальнне представители 
иопуляции получают дополнительине нсточннки питания. Строго 
говоря, отмирание клеток наблюдается в небольшой степени и на 
сгадии экспоненциального роста, хотя там этнм процессом часто 
пренебрегают.

Фаза отмирания, как это показано на рис. 7.1, может начи- 
наться и непосредственно после замедления роста, в результаге 
на кривой наблюдается пологий максимум, а не плато, как это 
характерно для большинства культур.

Количественное описание всей кривой роста чрезвнчайно за- 
труднительно и на практнке не прнменяется. Наибольшнй прак- 
тнческий интерес представляют экспоненциальиая фаза, когда 
идет образование биомассн и продуктов метаболизма; фаза тор- 
можения, в ходе которой накапливаются так назнваемне вторич- 
мbie метаболитн, и, наконец, фаза отмирания, которая особенно 
важна для процессов стерилизацин, предшествуюших проведению 
любого асептического процесса в биотехнологии.

При периодическом культивнрованин микрооргаиизмов боль- 
шое влияние на производительность биореактора оказнвает про- 
лолжительность лаг-фазн. Однако до сих пор отсутствуют какие- 
либо надежнне количественнне характеристики этой стадии, ко-

т ,г / 4

Рнс. 7.1. Зависнмость концентрациа 
бномасси от времени прн пернодиче- 
ском культивированнн микроорганиз-
мов
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спяг зать ее длительность со свойствами куль- 
рне позполили _ ф ер%лентации. Известно, что лаг-фаза обйчно

бнвает тем°копо,»е * ч ем  больше засев»ая доза и чем лучше вно- 
симне клетки ала п т и р о ^ а н ь ,  к конкрет.шм условиям культивиро- 
в а  ж я  -  с о с т а в у  с  р е л ь ! ,  Т»Н, температуре и т. п. Это заставляет на
Л м .я *  л п Ги п Я и ч е с к ^ м режимом работм стадии фермеитации 

пеРио£ ”  ЧИСТ й й  культури, где готовят посевной мате- 
вводить отделени н н о г  о  увеличения масштаба ферментационно- 
P " - T eM П0СТе£ т  к о л ^ 5  и 10—20-литровнх стеклянннх емкостей 
го оборудоваиия Об ъ ^ м ом 10 м3. Ряд промежуточнмх стадий 
до ф е р м е н т а т о р 0 0  ^ тах объемом 100 л и 1 и\ 
ос\ шествляется в огт^*санию фазн экспоненциального роста
n J Z чис^-по работ, в которнх предлагаются самие 
посвяшено огром J к  _ ^ Шению задачи. Наиболее простой из них 
различние подхо> н е ш *-т*ем виде кривой роста на участках I I  и I I I  
основан только на п ' „ меег т  здесь S -образний характер. Такие кри- 
ip с. ! . i ) ,  котора опи-с^ать более или менее сложннми экспонен- 
и ^ а л ь и м ч и *  d iv i iK i 1 и  я  м м . Вводя лоиятие лрсдольной концеатрации 
Иикроорганизмов I X 1 - _ Х " Д аИОрОВ оп" шваю1 актив" “ а У-асток 
кривой уравнениЯм И  ви/*-

1X1«
1 * 1  l+Ati ехр(— ki i )  ’ (7 , l)

[ X l o o

=  T+explftT+fejrj *’ (7-2)
lx l»

I X ]  * * *  — Г + — ехр(*,+*2т+Л3т}+ . . . ) ’ *7‘3)
[ X J  — Ж X J - ехр[— к, ехр(— А,т)]. (7.4)

Послепнее ич ? т и х  у:*>авнений является обшим видом зависи- 
___ ‘ 1̂ лея ,,ее к р ^ нвь,е S -образного типа. В приведенних
nnwl nHCbIBai°  v»n  k * и k3— константн. Из уравнений, фор-
прнмерах т вре- * р<==>ст любой популяции — от микроорганиз-
Г Г н “ а « " 2 н „ РЯ _ - и а н б„ Лее нзвестна так „aaMS.eSa , л„. 
гистическая криваЯ

k, ехр(*2т)
1X1 l+ * j ехр(*2х) ’ ' (7,5)

а#>Тс я  принципе от зависимостей (7.1) — (7.4),которая не о т л и ч а е т с я  кция [х ]^  /лз= [х]^

Обшие Е о с Т а т К И  т ^ к о г о  подхода к описанию кривой роста 
недост^» к о Ж-*стантн всех нриведенннх внше уравне-

ннй не “ м е т Кф и зИ че ск«= »го  смнсла, могут бнть найденн только
и з  к о н к р е т н о т о  э к - с п е р и  * * ента и прнменимн поэтому в строго
ограниченной о б л а с т и .
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Рис. 7.2. Логарифмическая фаза роста и 
нзмеисиие концентрацнн субстрата S во 
времени при периоднческом культивиро- 
вании

Значительно большее рас- К],г/л imxj
пространение получило коли- 
чественное описаиие II, I I I  и 
отчасти IV  фаз роста с по- 
мошью моделей процесса, от- 
ражаюших реально наблю- 
даемие под микроскопол. яв- 
ления, т. е. принимаюших те 
или шше допушения о меха- 
иизме роста и размножения 
клеток. Наиболее известной 
н применимой из таких схем 
оказалась модель экспонен- 
циального роста, которая ис- 
ходит из следуюаднх посту- 
латов:

1) увеличение численности популяции микроорганизмов есть 
результат актов удвоения каждой особи, которая делится через 
одинаковие интервали времеии g\

2) рост, развитие и деление любой клетки происходит неза- 
висимо от присутствия других микроорганизмов;

3) в некоторих пределах изменение концентрации компонен- 
тов питательной среди не влияет на время удвоення клеток g 
котороеопределяется только типом микроорганизма и условиямк 
культквирования.

Использование этих постулатов приводит к очевидной связ^ 
текушей концентрации клеток [X ] в любой момент времени т < 
начальной концентрацией [Х ]0 прит = 0:

[X) — [Х ]0-2х/*. (7.6;

Простое логарифмирование виражения (7.6) показивает, чт< 
оно описивает прямую в координатах lg [X ] = ф(т) (рис. 7.2):

ln [X]

.пШ - =1X1,

ln [X] о—ln 2, g
1п2---т = цт.

8
(7.7

Дифференцирование завнсимости (7.6) позволяет найти ско 
рость роста культури

d [X l
dx

In 2 In2 ln 2[Xl,-2t/e —  = [XJ — , т.е. при — - = ц

или

й[Х1/Л-ц[Х1 
d [X) 1 

dx [X I
= ц.

(7.8

(7.S
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г>ьл св<с зать  ее длительность со свойствами куль- торне позволилн ф ер у ^ ентации. Известно, что лаг-фаза обнчно
турн н условиям* больше засевная доза и чем лучше вно-
бнвает тем короч ^ л р о ^ ^ а н н  к конкретннм условиям культивиро-
симне клетки ада -рН, температуре и т. п. Это заставляет на 
вания составу с Р ч е с к ’^ : м  режимом работн стадии ферментации
заводах с периоД * ч и с -г *эй  культурн, где готовят посевной мате-
вводить отделени н н о г  о  увеличения масштаба ферментационно-
риал путем постег к о л ^ ^  и 10—20-литровнх стеклянннх емкостей
го оборудования с> Об ъ е ^ мом Ю м3- Р яд промежуточннх стадий
до ферментатороР ^ тах объемом 100 л и 1 м*.
осушествляется в  о П ^ са н и ю  фазн экспоненциального роста

Количественно - чис^-710 Работ, в которнх предлагаются самне
посвяшено огром»1 к  -^^шению задачи. Наиболее простой из них
различнне подхоД н е ш *--1 ем виде кривой роста на участках I I  и I I I
основан только на и м е ^> т  эдесь S -образннй характер. Такие кри- 
(рис. 7.1), к о т о р а ^  0 пИ'С^ать более илн менее сложннми экспонен-
вне обнчно удает с яМ1!> Вводя понятие предельной концентрации
циальннми функи* y i  р я д  авторов описнвают активннй участок микрооргаиизмов
кривой уравнения

I X J  = 

f X l  =

[Х]«
ехр(— *jT) ’

IX J„
-+ ка'.1 -fexp (*,+ *,т)

IXJco
1X1--- ГЧ1—cxp(<ti+*2T-f.*3TJ+ ...):

[ X J — I^ J- e x p f — * ,ехр (-* ,т )].

(7.1)

(7.2)

(7.3)

(7.4)
т И Х  у-^эавнений является обшим видом зависи- 

Последнее из -f к р ^ ивн е  S -образного типа. В  приведенннх
k2 и k3— константн. Из уравнений, фор-
CT любон ПППВЛОЧИ» ------

мости, описнваюн ^  ^  R i и *3— константн. Из уравнений, фор- 
примерах т — врс ■ 'х  p’er>ст любон популяции — от микроорганиз-
мально описнваюИ^ — наиболее известна так назнваемая ло-мов до народонасе-л*^"'
гистическая криваЯ

*,ехр(А,т)
I  I  I+ * j ехр(*,т)

^.-г^я принципе от зависимостей (7.1) — (7.4), которая не о т л и ч а ^  ф у ь * К ция [Х]^Л,/Л3= [X ] . .
поскольку при т К н т ^акого  подхода к описаиию кривой роста

Обшие недоста к о ^Е:^стантн всех 'приведеиннх внше уравне-
очевиднн, посколЬ T je^Kcr^ ro  смнсла, могут бнть найденн только
нии не имеют *мента и применимн поэтому в строгоиз конкретного эК*2* 1
ограниченной обла^ 'г И ‘
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Рнс. 7.2. Логарифмическая фаза роста и 
нзменение концентрации субстрата S во 
времени прн периодическом культивиро- 
вании

Значительно большее рас- №,ггл inrxf
пространенне получило коли- 
чественное описание II, I I I  и 
отчасти IV  фаз роста с по- 
мошью моделей процесса, от- 
ражаюших реально наблю- 
даемие иод микроскопох. яв- 
ления, т. е. принимаюших те 
илн иние допушения о меха- 
цизме роста и размножения 
клеток. Наиболее известной 
и применимой нз таких схем 
оказалась модель экспонен- 
циального роста, которая ис- 
ходит из следуюшнх посту- 
латов:

1) увеличение численности популяции микроорганизмов есть 
результат актов удвоения каждой особи, которая делится через 
одинаковме интервалм времени g\

2) рост, развитие и деление любой клетки происходит неза- 
внсимо от присутствия других микроорганизмов;

3) в некоторнх пределах изменение концентрации компоиен- 
тов питательной средн не влияет на время удвоения клеток g, 
котороеопределяется только типом микроорганизма и условиями 
культквирования.

Использование этих постулатов приводит к очевидной связи 
текушей концентрации клеток [X ] в любой момент времени т с 
начальной концентрацией [Х]о прит = 0:

[X] = [X]o-2l/*. (7.6)

Простое логарифмирование внражения (7.6) показнвает, что 
оно описнвает прямую в координатах lg[X]=tp(T) (рис. 7.2):

ln [X] = ln[X]o—1п 2,

[X ] ln 2
ln ——- =

IX]. g
цт. (7.7)

Дифференцирование зависимости (7.6) позволяет найти ско- 
рость роста культурн

5 * L - w n « b l - | X I «<п g g
d[X]/dT-n[X] 

d lX ] 1 
2? [X]

In2
т. e. при--- =  ц

g

или =  ц.

(7.8)

(7.9)
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Таким образом, согласно последнему уравненню удельиац 
скорость роста микроорганнзмов ц по экспоненцнальной модели 
должна бить величиной постоянной, обратно пропорциональноЗ 
временн удвоения биомасси g. Понятно, что интегрнрование (7.8| 
или (7.9) в пределах изменения времени от 0 до т приводит k 
виражению (7.7), которое хорошо описивает экспериментальнуЛ 
завнсимость [X ] от т на участке I I I  рис. 7.1.

Вместе с тем очевидно, что первий постулат соответствуев 
лншь процессу размножения бактернй, т. к. другие микроорганиз! 
ми могут увелнчивать свою бномассу и по-другому. Тем не ме! 
нее, оказалось, что если концентрацню бномасси виражать черея 
колнчество АСБ в едннице объема, экспоненциальная моделм 
вполне удовлетворительно опнсивает практически все вариантЛ 
размноження, характерние для дрожжей, мицелнальних культурИ 
и др.

Более всего обрашает на себя внимание слабая обоснован-1 
ность третьего постулата, которий предполагает отсутствие связи! 
между концентрацией источников углерода и энергии и другиЛ 
компонентов пнтательной среди и удельнон скоростью роста, хотя I  
многочисленние прямие экспернментальние даннме показивают, I  
что это не так. В рамках моделн это противоречие разрешить не-| 
возможно, однако сушествует ряд дополнений к рассматриваемой I  
моделн, которие позволяют виразить удельную скорость роста I  
как функцню концентрации субстрата. Этот вопрос подробно! 
рассматривается в следуюшем разделе. Там же обсуждени и со-| 
ображения о достоверности второго постулата, т. е. о взаимном] 
влиянии клеток в ходе культивирования.

Экспонеициальиая модель роста не отрицает в принцнпе и ги-1 
бели частн клеток в ходе роста н размножения. Действительно, I  
виражение (7.8) допускает и более широкое толкование, посколь-1 
ку константу в правой части уравнения можно понимать не толь-1 
ко как удельную скорость роста, но и как разность константм I  
скорости роста и константи гнбели клеток:

4Х)< /т-ЧХ] -  *r[X ]-  (*Р -  *r)[X|. (7.10) 1

т. е. ц = ̂ р—kr. Тем самим предполагается, что скорость гибели! 
клеток пропорциональна их колнчеству. Этот вивод хорошо со-1 
гласуется с экспернментом (см. ниже).

Следует отметить, что, кроме приведенного више детерминн-1 
рованного подхода, экспоненциальная модель допускает и веро-1 
ятностное толкованне. Еслн вероятность деления клеткн за время I  
</т равна ц^т, то математнческое ожидание числа клеток к мо-1 
менту времени т равно [X ] = [Х]оехр(цт), что не отличается от I  
интегральной форми уравнения (7.9).

Кроме модели, рассмотренной више, сушествуют и другне fl 
подходи к описанию процесса деления клеток микробной попу-1
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ляции, которие учнтивают взанмодействне клеток. Напболее 
^звестна модель, разработанная евде в X IX  в. Ферхюльстом, ко- 
ю р ь ш  допускал наличие внутривидовой борьби, взаимодействие 
[вух клеток одной популяцпи, приводяшие к гнбели одной из 
ii,ix. В этом случае скорость роста популяции описивается урав- 
нением

d[X)

ИЛИ " 7 Г  (7.11)

По сравнению с экспоненциальноп моделью (7.10) уравне- 
niie (7.11) предполагает, что скорость гибели клеток пропорцно- 
иальна квадрату их концентрацин, т. к. от.чнрание одной из 
клеток может произойтн только в результате ее взаимодействия 
с другой. Хотя это и не соответствует результатам прямих наб- 
людсний за делением клеток и ростом популяций, но уравнение 
(7.11) часто получается и при использовании совершенно дру- 
гих посилок, прннципиально отлнчаюшнхся от концепции виут- 
|1нвидовой борьби, поэтому целесообразно рассмотреть его нн- 
тегральную форму. Еслн обозначить отношение коистаит роста 
/•;, и гнбелн kT особей через [Xjoo = 6P/£r, то

1Х' ~ 1Х|° ти . - - | в д 'з д =т а -- д я - <7-'21
Пз виражеиия (7.12) видно, что при т = 0 [Х ] = [Х ]0, а при

т - о о [ Х ] —  *p/fer=[X j« .
Большой практическнй интерес представляет вопрос о росте 

смешанних популяцнй микроорганизмов, которин в настояшее 
нремя освешен очень слабо. Имеется лишь один простейшпй ва- 
рнант количественного опнсання роста такнх культур, допуска- 
юший негатнвное взаимодействие между двумя видамн микро- 
организмов по типу «жертва — хшцник». Согласно модели 
Вольтерра гнбель «жертв» Xi и рост «хншннков» Хг происходит 
прн непосредствеииом взанмодействии, поэтому скорость гнбелн 
пропорциональна произведению концентраций того н другого 
вида микроорганизмов, тогда как скорости роста первих н ги- 
белн вторих линейно связани с соответствуюшнмн концентра- 
нпямн:

<ЦХ i)
— ЛрРС,]—Лв[х 1 IfXal;

а т

(7.13)

Константи kp, kr и kt, характеризуют рост «жертв», гнбель 
«хишннков» и межвидовую борьбу. Описани и более сложние
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юбтс гопоря, нх равенство в ходе куЛи̂ Н  
из каких-либо законов и должно пров^Н  
ний l!- большинстве случ.н н, к счастью,1 
циент не меняется в ходе процесса, k JH  

дрожжейпример, при росте на

|<*[X1 I ( X I , - [ X ] .
dlSl [ S ] , - [ S ] X (7.17

)тноснтся к любому моменту времени в

тачной связи мсжду прнростом биомассц и 
.страта позволнло Моно мрелложнть у | Н  
iac его нмя и связмваюике удгльную скорость 
ацигй лимитируюшего субстрата [S ]: ^ ^ Н

[S]Ц - Ц т « ^ +15Г (7.18)

d[X)
dx

: ц [Х ] — цта [ X ] [ S I
K s + [ S ]

(7.19)

е экспоненииальной моделн в форме (7.19) п о з в  
образом, рассчнтмвать не только текушие коние^
к, но и субстрата, поскольку d[S] =  — ^-d[X], 

+  Y ( [ S ] 0- [ S ] ) :
d[Sl |imn{[X]„+Y ([S]o — fS]))[S] 

dx Y (Ks+[S])
(7 .20 )

ення (7.18) взята по аналогии с уравненАи 
;нтен из фсрментативной кинетики на оснД* 
«узкого места»; поскольку все реакции в k jK *  
с участием ферментов, то скорость роста в ш- 
'дсляться скоростью некоторой стадии метаф- 
местом. Следоватсльно, зависимость скорода 

■ концентрацни субстрата должна бмть такой В  
н завнсимость скоростн фгрмснтатнвной реак^Н 

1п соответствуюших рсагентов. 
эт уравнения Михаэлиса — Ментен констаЯ 
io — цтп», и /Cs — не нмсют явного физическв 
их легко найти экспернментально. По сушестЖ 
но дополняет экспоненциальную модель роср 
справляя ее третий, наиболее уязвиммй постулН 
висимость между текушнми значеииями [X] Р

рис 7  мосвязь прироста бно-
J ji-i-i.' \ лонаммя субстрата прн 
уртдачсскон культивировании

Рис. 7.4. Завнсимость удельиой ско- 
рости роста от концентрации .тимнти- 
руюшего субстрата по уравненню Мо- 
но

f Чашс эту завнснмость вмражают через удельную скорость
Н г а б  .шч .ма q

*IS] 1 I t a  [S]
- * - i x r _ , - ~ к г ш :  l )

Уравнення (7.19) или (7.20) позволяют получить ннтеграль- 
ную форму зависнмости [X ] н [S ] от временн. При интегрнро- 

Ванш мражения (7.19) нспользуют подстановку 
fC, _  [X]o+Y[S]o -  [X J _  [X]mai -  [X]

н  ---------- р---------------- ? ------

[ X ] max=  [ X j o  +  Y [ S ] o  — условная величина, соответствую- 
;|цая тгоретнчески полному преврашению субстрата в биомассу.

гравненне (7.20) может бнть проинтегрировано иепосредст- 
Венн j, поскольку завнсимости [X ] от т и [S ] от т взаимосвя-
зань! через Y и [X ]m.x:

(7.22) 

} .  (7.23)

1
Нгаах

1
(' 

= {■
lX ]m*x
YKS

ln
[X ]

Z i £ l l _  + fl +
ш .х-1ХГ1

YKs

l n S  + (> +
YKs 

T x l

\  [ X I  

Тхь^Г/ n [X ] . i '
\ jn [Х]шах — Y[S\

[ X ]  max [S ] ' V' ' [ X ] Iuax / [ X ] ,

L  - ‘"симость (7.18), как любая дробная рацнональная функ- 
[тот :|,1снвает кривую с насншением (рнс. 7.4), которая асимп- 
lUeii ски стРемится к цт»х. Величина /Cs численно равна кон- 
|iiepi 111,1,1 субстрата [S ], при которой ц = Цш*х/2, и имеет раз- 
Нпо ’СТЬ Кониентрации. Иитегральнне формн (7.22) н (7.23) 
b a c’Ci',e УДовлетворительно опнснвают связь концентрацнй био- 

11 субстрата со временем при очень малнх концентрациях
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ro коэффИЦ|1ента в£}обше говоря, их равенство в ходе культнвц— 
роваиия i|C слеДу’ет цз каких-либо законов и должно проверятьЗ 
ся в ходе HccwiejOBiJ ® большинстве случаев, к счастью, экоЛ 
номическнй коэффи^иент не меняется в ходе процесса, как это̂  
бьлло показано на(пример, при росте дрожжей на этанолв 
(рис. 7.3), поэтому

_ | d l X l  | _ [ X J T- IX 1 , /т „ 1
Y  U lS l  I [ S l o - l S h ’

причем ицДекс т оТ1цосится к любому моменту времени в фазш 
активного роста

Наличне однозн̂  чно® связи между приростом бномассм 
потребленнем субст!рата позволило Моно предложить уравне-1 
ние, носяи(ее се1-)час его имя и связмваюшее удельную скорост^И 
роста с КоццецТра1Ацей лимитируювдего субстрата [S ]:

[S l
!М =  И т . ж ^  +  ( S ] . (7> lf l

Форма уравнени*1 (7.18) взята по аналогии с уравнением* 
Ми хаэлнсп __ Эдентс* из фсрментативной кинетики на основа*Я 
нин концепции «уз^го места»: поскольку все реакции в клет-и 
ках: протекают с учИстием ферментов, то скорость роста в це-1 
лом будет определ»"гЬСЯ скоростью некоторой стадии метабо-Я 
лнзма — у:,Ким Mec1Q)vi. Следовательно, зависимость скорости I  
роста клеток от Кон^снтрации субстрата должна бмть такой же 1 
по с])орме, Как и 3а,,цсимость скоростн ферментативиой реакции 1 
от концентрации соС)ггзетствуюшнх реагентов.

В  отличИе от у^двнения Мнхаэлиса — Ментен констаптнЯ 
уравнения Моно— frT*x и Ks— не имеют явного фнзическогоЯ 
сммсла, хотя их л с ,|' °  найти экспериментально. По сушеству, I  
уравнение Моно Д0)*слняет экспоненциальную модель роста 1 
(см. § 7.1), ИСПрав;|1н ее третий, наиболее уязвимнй постулат, 1 
и вмявляя записим^'ь между текушими значеннями [X ] и fl 
[ S J ;

(7.19)1dt As+[bJ
Уравнение эксгюр?шнальнон модели в форме (7.19) позво-Я 

лясг, такиц обра3оМ рассчитнвать не только текушне концент- I
рацми клеток ио и с>5страта, поскольку d[S] = — ^-d[X], 

а [ X J  = [X ]0-bY ( [s ]c - [S ] ) :  I
d[S l _ H m „([X ]o + Y ([S ]o - [S ] ) } [S ]  /7 J
- Ф Г "  Y (K s+ [S ])



Рис. 7.3. Взаимосвязь прироста био- 
vaccu и расходования субстрата при 
псриодическом культнвнровании

Рнс. 7.4. Зависимость удельиой ско- 
рости роста от концентрацни лнмити- 
руювдего субстрата по уравненню Мо- 
но

Чате  эту зависнмость виражают через удельную скорость 
мстаболизма q

d[SJ 1 Цтах ISJ
— т = , = — х 7 + ш ;  (7-2"

Уравнения (7.19) или (7.20) позволяют получить интеграль- 
ную форму завнсимости [X ] и [S ] от времени. При интегриро- 
ваиии виражения (7.19) используют подстановку

IC1_  |XJo+Y[SJo — [XJ _[XJmai [XJ
11 Y Y

где [Х]ш.*= [X J0 + Y [S ]0 — условная величина, соответствую- 
шая теоретически полному прсврашению субстрата в биомассу.

Уравненне (7.20) может бить проинтегрировано иепосредст- 
нснно, поскольку зависимости [X ] от т и [S ] от т взаимосвя- 
зани через Y и [X ] maxi

т -  1 / Wb , п . _______ _______
l‘m»x l [XJmax [XJmax lX J V [XJmax I  [XI»

' < №  , „ №  + ( l+  m  ( r a )
\ lAJmax / Iл 10 )

T =  .
Mm»x l l X 1 r

(7й'
[XI ruax

Завнсимость (7.18), как любая дробная рациональная функ- 
ччя, описивает крнвую с насивдением (рис. 7.4), которая асимп- 
готически стремится к цт »х. Всличнна Ks численно равна кон- 
‘гентрации субстрата [S j, прн которой ц = цт»х/2, н нмеет раз- 
мерность концентрации. Интегральние форми (7.22) и (7.23) 
вполне удовлетворительио опнсивают связь концентрацин био- 
N,accu и субстрата со временем при очень малих концентрацнях
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го коэффИцие||Та р(-,обшс говоря, их равенство в ходе культивУ 
рования i|C следуе*г i'3 каких-либо законов и должно проверять.] 
ся в ходе исследов̂  ,|H” - В большинстве случаев, к счастью, эко.. 
номический коэффи^иент не меняется в ходе процесса, как это 
бьало показано, Иа ':Ф имеР* ПРИ росте дрожжей на этаноЛ (рис. 7.3), П0ЭТ01)у

_ Н 1 Х ] |  lX ]t - [ X ] „  j
|д 5Г | — H U - U I , -

причем ицДекс т оТ1цосится к любому моменту времени в фазе 
актнвного роста

Наличце однозн!*,|Н0И связи между приростом биомасси |и 
потреблеццем субст1рата позволило Моно предложить уравне- 
ние, носяшее сейчас его имя и связиваюшее удельную скорость 
роста с КоцценТра111|сй лимитируюшего субстрата [S ]:

[S1
'М - И т « ^ 8 + [$ | . ( 7 . Л

Форма уравнени4! (7.18) взята по аналогин с ypaBneHiieiL 
Ми х а э л и с п jv\enTt.fi из фсрментативиой кинетики на основа-Я 
иии концецции ty3|<̂ )ro места»: поскольку все реакцин в клет-И 
ках: протекают с уцИстием фермеитов, то скорость роста в це-Я 
лом будет определ»^ься екоростью некоторой стадии метабо-Я 
лизма — Упкнм мес^4- Следовательно, завнсимость скорости I  
роста клеток от Конр«нтрации субстрата должна бить такой же I  
по с})орме, Как и 3ар«|СИмость скоростн фсрментативной реакции 1 
от концентрации со^ггзетствуюшнх реагентов.

В  отличИе от у^внения Михаэлиса — Ментен константия 
уравнення Моно — jrT*x и /Cs — не имеют явного фнзическогоя 
смьасла, хотя их ЛС1Ю найти экспернментально. По сушеству, 1 
уравнение Моно д01*слняет экспоненциальную модель рост* 1 
(см. § 7.1), исправЛ,,< ее третий, наиболее уязвимий постулат, 1 
и виявляя зависимс£ть мржду текушнми значениями [X ] и 1 
[ S J :

a ^ X l - H m , , 1̂ . (7 .1 9 )1
dx A S + [S J

Уравнеиие Экси о ^ циальиой модели в форме (7.19) позво-Я 
лясг, таким образом рассчитивать нс только текушне концент- 1
рации клеток Но ц с-^страта, поскольку d[Sj = — ^-d[Xj,

3 [^ J  = [XJo-bY([S]t—[ S ] ): f l
d [S l _M n ,..{[X ]o+ Y ([S ]0- [ S ] ) ) [ S J  /7
“ З Г ' ’ Y (/Cs+fSJ) • • 1
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рмс. 7.3. Взаимосвязь прироста бно- 
vaccu и расходования субстрата при 
пернодическом культивированни

Рис. 7.4. Зависимость удельной ско- 
ростн роста от концентрации лимити- 
руютего субстрата по уравненню Мо- 
но

Чаше эту зависнмость виражают через удельную скорость 
метаболизма q

d[Sl I _ л цт „  ISl /70М
= q = — — р—г-гсТ* l7-21)dx [X] Y Ks + lS)/

Уравнения (7.19) или (7.20) позволяют получить интеграль- 
пую форму зависимости [X ] п [S ] от временн. При интегриро- 
ванни виражения (7.19) используют подстановку

IC1_  [X]o+Y[S]o-[X| _ [Х ]ш .,- [Х ]
11 Y Y

где [ X ]  max — [ X J  o + Y[S]o —  условная величина, соответствую- 
шая теоретически полному преврашению субстрата в биомассу.

Уравнение (7.20) может бить проннтегрировано непосредст- 
вснно, поскольку завнснмости [X ] от т и [S ] от т взаимосвя- 
запи через Y и [X ]max:

т = .

I ( YKb K IS ] ,  , / I X  YKS \ , „ I X ] \ .  /7 00ч
. .« (  |X|m„  |X|„».-1X] + 1 ' |X|ri,ax / |X | , ( '  '

J -  [ ™ L -  ■„ j№  + (, + « Ц  И Ч »  -  W l ). <7.23,
Mraax l [Х]шах [ S ] \ [ Х ] шах / [X ]*  J

Зависимость (7.18), как любая дробная рацнональная функ- 
Ция, описивает кривую с насишеннем (рнс. 7.4), которая асимп- 
готически стремится к цт»х. Всличина Ks чнсленно равна кон- 
Чентрации субстрата [S J, при которой ц = цт1Х/2, и имеет раз- 
^ерность концентрации. Интегральние форми (7.22) н (7.23) 
вполне удовлетворительно опнсивают связь концентраций био- 
Maccu и субстрата со временем при очень малих концентрацнях
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(й

J . поненциальной модели роста J
* уравнения Моно в прнложении 3

лериодическим процессам миирД 
бнологического сннтеза.

Наряду с экспоненциальной 
моделью, которая первоначальио 
не учитивает ролн субстрата 
лишь затем дополняется зависЛ 
мостью ц = ср( [S ], [X ], ...), сушЗ 
ствует множество моделей, кото* 
pue с самого начала рассчатриваЗ 
ют рост популяции как своеобраз! 
ное взаимодействне клеток мик- 
роорганизмов с субстратом, при«| 
водяшее к их росту и размноже-1 

нию, т. е. к преврашению субстрата в биомассу. Такие моделн 
роста принято називать кннетическими. Несмотря на разнооб- 
разние н часто оригинальние исходиие посилки, можно показать, 
что конечние уравнения, получаемие по кинетическим моделям, 
не отличаются в принципе от приведенних в § 7.1.

Нанболее простая из кннетнческих моделей рассматрнвает 
клетки н субстрат как необратимо взаимодействуюадие компо- 
ненти, что прнводит к удвоенню биомасси и появлению про-1 
дуктов по схеме

У ч
Рнс. 7.5. Графическое определенне 
затрат на поддержанне (эндоген- 
нмй метаболнзм) по данним об 
экономическом коэффнциенте роста

X + S —  2Х+Р.

Скорость такого процесса пропорциоиальиа 
клеток и субстрата

rf[X]/dT=A-[XHS],

концентрацням

однако, учитивая связь (S] = —  ([X]max — [X]), имеем

d[X] k
- ^ “ -Y-IXKIXIb^ - ix d

*[X1
max [ X 1 - — IX ]* .

Это уравненне не отлнчается от получениого ранее вираже- 
иня (7.11), поскольку оно преобразуется к такой же форме:

<<1X1
dx

*IX1„
[XI -[XI. (7.30)

В нтоге предположение о взаимодействии X и S приводит 
к уравненню, учнтиваютему квадратичную гибель клеток.

Большой интерес у нсследователей визвали иден Н. И. Ko-I 
бозева о росте микроорганизмов как обратнмом «равновес-1 
ном» илн «неравновесном* процессе, в ходе которого субстрат
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ц («разупсрядоченное» X) взаимодействует с клеткамн и пре- 
. рашается в биомассу X («упорядоченное» S ). В обшем случае 
'1ема нмеет вид «неравновесного» процесса

*а
X + S  — *- 2Х — ► X+ S ',

^иако если S ' не отличается от S, то схема переходит в 
: орму «равновесного» процесса

*i
X +  S 2 X.

*»
Различия вариантов с.хеми отражаются только на уравне- 

iiui расходовання субстрата, тогда как скорость накопления 
г ю.массь! описивается одним и тем же виражением:

[X] [S] — *2[хр. (7.31)ат
Как уже било отмечено, Н. И. Кобозев не делает разли- 

i;ih между X и S, поэтому принимает d[X]/d[S]=— 1. Еслн 
ш тать, как это обшепринято, что такая производная равна 
е — 1, а —Y, то, ничего не меняя в сушестве вивода, нз 

( 7.31) можно получить

^ -  =  * i [ X l - l ( ( X ] m„ -  [X ]) — А2[Хр;

(7.32)
d [X ) 1 ft,[X )max / . , * i V Y ,
Т Г  [ Х Г "  Y---- +

Вновь оказивается, что уравнение (7.32) не отличается 
г виражения (7.11), только константи имеют другой фнзн- 

чсский смисл. По-видимому, это обстоятельство, а также 
слишком глубокая «химизация» схеми, предлагаемой для би- 
логнческого процесса, привели к тому, что модели обратнмо-
о равновесного и неравновесного роста не получнлн распро- 

, гранения на практике.
Отметим, наконец, что любие моделн «кинетического» тн- 

па, предусматриваюшие взаимодействие клеток с субстратом, 
скорость которого пропорциональна и [X ], и [S ], неизбежно 
прнводят к вираженням, содержавдим члеи с [Х ]г, т. е. к 
равненню вида (7.11).

Можно показать, однако, что кинетическая модель способ- 
на привести к результатам, соответствуюшнм экспоненциаль- 
ной модели с добавленнем уравнения Моно. Действнтельно, 
рост биомасси, сопровождаюшнйся потреблением субстрата, 
может бить представлен как трехстадийний ферментативний
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процесс, в котором на первой стаднн обр.ч пччся Ком1 
субстрата с клеткой:

*i
X + S т— * XS.

*- i

Такне комплексь! с транспортннми белками — перцЖ. 
ми, — безусловно, образуются при активном переносе^^Ра 
клеточную стенку. Образование своеобразнмх accoim t3 
предполагается при росте микроорганизмов на нераствор^В! 
субстратах типа парафииов и в ряде других случаев. СлежГ 
шей за комплексообразовапием стадией является перенос*к! I 
страта внутрь клеткн и его утнлизация, прнводяшая к Х г  
массн клеток (биомассн) х н возникновению метаболитов р.

*i у
XS —  х+Р.

В результате дальнейшего развнтия клеток они достигвют 
фазм деления, которое приводнт к росту X:

х — *• 2Х.

Хотя связмванне субстрата с поверхностннми элементами 
клетки происходнт не по всей ее поверхности, а на определен- 
iibix участках, количество такнх участков, очевидно, пропорци- 
онально концентрацнн клеток [X ], а с точки зрения споооб- 
ности присоединять субстрат х не отличается от X.

При достаточно большом объеме популяции должно j|bc- 
тигаться стационарное состояние по fx] и fXS], т. е. схема 
будет полностью совпадать с трехстадийнон ф ерм ентативйой  
реакцией (см. главу 6). В результате этого в стационарном 
состоянии

[XS) =  *« iX ld S l ,
* - 1  +

где fX ]CB относится к клеткам или к нх активннм центр^ 
способннм связнвать субстрат, т. е. не образовавшим 
комплекса XS. Прн условии fX ]< fS ] ,  которое практичес» 
всегда вьтолияется, если сравннвать колнчество клеток и 
ло молекул субстрата в единице объема средн:

rv , _  (*-«+*») [XI
1 k ,“  (*_,+*,)+ *iIS ] ’

Из условия стационарностн по fx], которая о п р е д е л я  
хаотичностью деления отдельннх клеток в п о п у л я ц и и ,  -  

культура растет не синхронно, получается в н р а ж е н и е
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Ш  „ роста: 
d[Xl M X l(S )■ L - f c l x l - f c l X S I - x ^

11ЛН
IS)

+ |S)

d[X) 1 
dT [X| ** *-i + *« + [S)

(7.33)

(7.34)

||М образом, рассмотренная схема приводит к вмраже- 
апалогнчиому уравиению Моио, причем Л2 = Цш1*, 
(k-\+kt)lk\, либо при малмх k2, когда k3<g.k-\, Ks об- 

рлтас сЯ n константу иестойкостн комплекса X, равиую

И Е с .ш  допустить, что избнток субстрата приводит к возник- 
■овен: ю неактнвннх комплексов SXS

*«
X+2S ч = *  SXS,

*—4
т0 по пиалогии с ферментативной кинетикой получим 

rf[X 1 _  fc [X )[S ) 
dx (7.35)

/f*+[S]+Ks/f( [Sl* ’ 

где K =kjk-u уравнение аналогичио (7.24).
Обс.ждаемая модель способна учесть н частичиое отмира- 

ние|клеток в ходе развития популяцни, причем это изменит 
тольк' константу в правой части уравнення (7.34). Если ги- 
бель .хлрактерна только для клеток [Х ]с», не присоединивших

рат
*r

Хс. —- Х „ 
т°  Уравненне имеет вид

d[X) 1 *a[S) — *r 
dT [X] (7.36)

K s+[S]
гибель возможна только для промежуточиого комп-

е«са XS, то
* гXS —  x„+s. 

d[X) 1 (fc — k't) [S] 
dx [X) Ks+l S)

® аконец, в обшем случае
d[X) 1 _ ( k , - k \ ) [ S ) - k r /т , ач 
1 Г  I x T ------- K l+ is j----  ( }
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Таким образом, трехстаднйная кипетическая модель
дит к рассмотреииим ранее на основании ла-ноненцца^^Н 
модели иираженням н придает нзвестнии физический 
коистантам уравненпя Aloiio. pmax оказииается равной^^Ви 
танте скоростн преврашения комплекса субстрата с пеп0"'' 
замн клетки, а K s в простеишем случае совпадает с к о н ^ К  
той нестойкостн этого комплекса. ‘‘ Тач

Обшим недостатком экспоненциальной модели в варцД 
нспользуюшем уравнеиие Л\оно (7.18), является ее ц р ^ е- 
ность только для описания процессов непреривиого куль^ш 
ровання в аппаратах полного смешения (см. ниже). П р^Я?1' 
санин этнм уравнеиием дапних по периоднческому ростД И 
пуляцин илн росту тубулярних культур оказивается, 
удельная скорость роста ц в теченне длительного временЖ? 
завнсит от концентрации субстрата, а фаза торможения 
протекает за очепь короткий промежуток времепн, не даюЖл 
возможпости получнть достаточное чнсло эксиернменталД» 
точек.

Незавнснмость удельной скорости роста от [S ] ооъяснш* 
ся в рамках виражения (7.18) соотношением fts<C[S], к<т>- 
рое действнтельно в силу малих значений константи, прЖе- 
денних в табл. 7.1. Оказивается, одиако, что, несмотря на 
отсутствне влияння текушей концентрацин субстрата, прн ле- 
риодическом культнвнрованин наблюдается четкая корреяя- 
ция удельной скорости роста с начальной концентрацней C jft- 
страта [S]o, показанная на рис. 7.6. Отмечено также, чтоГ в 
ряде случаев начальная концентрацня субстрата оказив|ет 
влияние и иа экономический коэффициент роста (рис. 7.7), io- 
тя в ходе ферментации величина Y не зависит от [S ].

f ir

o,i

0,2

/
/  

f/
10 га

Рис. 7.6. Завнспмость удельной ско- 
ростн роста ц от начальноП конценг- 
рации субстрата при периодическом центрации субстрата при

Рис. 7.7. Заниснмость экономичК^И 
коэффнцнента р‘>ста от начальНО<̂ ^И 
иентпаннн cvf> трата прн ni-pHO»*

культнвнрованин ском культнвнровании



I ^ишя периоднческого н непреривного процессов куль- 
_  .цания ряд авторов связнвают с тем, что в первом слу- 

IrH8' снстеме накапливается большое количество продуктов 
^Жболнзма, влияюших на рост. Как нзвестно, роль продук- 
Mera' икак не отражеиа в постулатах экспоненциальной и боль- 

fT01' ' ца других моделей, поэтому нх влияние должно бить 
,грепо отдельно.

_ « 3  влияние продуктов метаболизма на рост микробнмх
[опуляций

gi uie уже рассматривалась простая гипотеза Хиншельву- 
■ 0 г0рмозяшем действии продуктов иа рост популяцни кле- 

уравнения (7.14) и (7.15). Этн идеи не получилн шн- 
С*о; > распространения в практнке количественного описания 
Ккробнологических процессов, поскольку рассматривалн 
то л ьк ) одну сторону проблеми. Известни случаи, когда, на- 
„римср, процесс роста биомасси в технологнн антибнотиков 
©письшали комбинированними зависимостями, включаюшнми 
и уравиеине Моио, и скорость гибелн клеток, пропорциональ- 
ную копцентрации продукта, напрнмер в процессах биосинте- 
за антибиотиков:

.

d[X)
=  * i [X )

|S) к, [X ] (Р ) . (7.39)
dx K s + l S ]

сс уравнення подобного внда в конце концов приводятся 
к oi (. лставленням о квадратичной гибели клеток, поскольку 
уже отмечено, что продукти, связанние с ростом, образуются 
в опрсдсленном соотношении к потребленному субстрату:

[Pil -  [P/]o“ «//([S/)o— [S/]), (7.40)
где а — коэффнцнент вихода i-ro продукта по j-му субстра- 
тУ.[г л/л-г (моль-л/л-моль); [Р,]о — чаше всего равно нулю, 
т- к. u исходной питательной смеси продукти, как правило, 
не Солсржатся.
И р Пязь расходовання лнмитнруюшего субстрата с накопле- 

I ием биомасси, виражаемая экономическим коэффнциентом,
lnPHB(. uiT к виводу

В
[Р ,] = a j([S )o  —  [S J )  = -^ - ([Х ] -  [X ]о )- (7.41)

результате все зависимости, содержашие произведение 
„„Ғ^ р ац и й  клеток и продуктов, оказьшаются квадратични-

I | 1-1 I > i .>н11.ч.iаi<11 iiii ||н,|.\ц- 1:1.1 |.,i,K(.'iiiH'м (711)
Ж^пользуя обсуждавшинся више принцип «узкого места», 
ip- 11ерусалимскнй с сотрудннками в ряде работ обосновал
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целесообразность описания экспериментальннх данни 
торможенню роста микроорганизмов внделяюшимися n 
тамн (метаболитами) зависимостью, по форме напомин 
уравненне Мнхаэлнса— Ментен: a|°®iefj

Kv
»i=Ho Лр+ lP J (7.42)

прнчем цо и /СР — константи, не имеюшие определенного Л  
ческого смнсла. ^Нзи-

Поскольку ограничиться учетом только действия IIDq1  
тов, игнорируя роль субстрата, практически невозмоЖ*
обично нспользуют так  називаемое уравнение Моно__Иеп^0’
лимского в виде

l /Cp[S]d[XJ
(7.

«о,

:dx [X J  ^ lA's+IS])(/CP+ [P J)

нли с учетом [Р ] = а ( [ S ] 0— [S ] )  при /Cps=const
/Cp s [S J ___________

(/СГ+ IS J) {/Chs +  a ( [S J0 — ( S J ) ) ' (7* « )

Последнее внражеине приводится к форме
___________________________A'p s |S]____________________________

^ (A,’sA’ps+aAs (S ]o )+ (A ’ps+a[S]o — a/(s)lSJ — a (S J2 ’ (7.45)

которая отличается ог рассмотрениого рансе случая торможе 
ння субстратом (7.24) только знаком при [ S ] a в знаменателе 

Уравнения, аналогнчние (7.43) — (7.45), могут бнть полу 
ченн и в рамках рассмотренной внше кинетической Tpexcty 
пенчатой модели (см. § 7.2). При этом допушение о торможе 
ини продуктом по типу полного конкуреитного ннгибнрования

£
Х + Р  4= J t  Х Р*_ь

нли полного некоикурентного ингибирования
*e

Х + Р  Х Р  

XP +  S  * = и  PXS X S + P*-1 I
приводит соответствеипо к уравнеииям

diX| 1 = u =  *’ IS)
dx

d[X) I 
"  dx (X J

IX )

=  n =

As+ (S J +/Cs/Cs |P]
*2[SJ

As+ ISJ +/Cs/Ce [PJ +/Cs[PJ(SJ

(7.46)

(7.47)
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1 U l- ннение Моно—Иерусалимского в внде (7.44) гораздо 
1 для прнменения, чем (7.43), поскольку последнее тре-
ш%<£> с а„„я  того конкретного продукта, которнй ответствен 
Н у еТ пМОжение роста. Варнант (7.44) не только не предъявля- 
■ j l  т‘ „х требований к эксперименту, но и подходит для тор- 

I V  er т , 1 Я  одновременно несколькимн неизвестннми метаболн- 
l » ’0* ' хоТЯ в этом случае коэффициеит внхода а становнтся 

| ш ® Х ’ктивной велнчиной.
I  эфф' оскольку рассмотреиная зависимость по Моно—Иеруса- 

^■скому отличается от уравнения Моно лишь более сложннм 
^Хрцателем, где вместо лннейной функции [S ] стоит квад- 
3!1Хчная форма, включаюшая [S]*, на практике эксперимен- 
Р3 Hi,ie даннне по скоростям роста и накоплению биомассн во 
К ; гни обрабатнвают виачале по более простой завнсимости,
Ееходя в случае необходимости к более сложной.
I В ннтегральном виде уравнение Моно—Иерусалимского 
Ь л я е т с я  лннейной функцией от сложннх аргументов, 
чаиялнх концентрацию субстрата [S ]:

вклю-

t  =  A , n  № + B ( , S |> - , s l ) + c l D

Y/Ts (/CpS+IPJo+a tSJ0) ,
HoApS [XJmax

B:

[X J0

ГДе

[SJ
(7.48)

NApS
Y/TSApS+[P],+ « [SJo + aATs-Т  lX lmax + [X]m^  (A PS + [P].+a [S],)

C 5 
[X ]max = [X l0 + Y [S ]0.

I Сложние интегральнне формн уравнений Моно и Моно— 
Иерусалимского редко используют на практике из-за труднос- 
тей "бработки экспериментальннх данннх. Чаше применяют 
Диф<:ч ренцнальнне зависимости (7.18) и (7.45), находя с по- 
Мошью чкспернмента непосредственно удельную скорость рос- 
Та культуpu п обрабатнвая результатн в обратннх координа- 
Та*. Обрашение внражения (7.18) приводнт к уравнению

1 — As 1__| 1 (7.49)
И Шпэх [S] Mmax

опнсивается прямой в координатах 1/ц = ф(1/[ S ] ) наРИс. 7.8.
^^^пненство (7.45) также можно привести к линейному виду

обрашення
I  4~=~- ps~ ttA's + a [SJ, i ŝACps + aAs [S|0 1______ a .qi (7 50)

** |i0A.pS ,el "  *'-■ 1 Ь1‘oAps
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Рис. 7.8. Обработка экслернментальиЛҒ I
HUX по росту бномасси н обрапЦ Я^^Н  
дннатах (уравненне Л\оно)

однако такую записнмость п р ^ Н  
нiпь графически не удается/^^Н  
фициенти уравнення и далее^^Н 
станти цо. Ks. K ps можно 
лишь расчетним нутем по Mcj~Tl1 
нанменьших квадратов. Боль*^ 
трудность прн этом предстаД® 

обично определеине коэффнциента а, которий должен бьгг^Р 
вестен заранее из независнмих экспернментов. J

Это сушественно ограничивает практнческое использовЯъ, 
уравиения Л\оно — Перусалимского, тогда как более npoS/ 
форма — уравненне .Моно — является в настояшее время оснйов 
для оценки влияния субстрата на рост культур микроорганизмов 
В частностн, влнянне условнй культнвн|ювания — температурц 
рН, давлення и т. п.— обично оценнвают по изменению консййт 
уравнения Л\оно.

§ 7.4. Сложнме модели роста популяций

Рассмотренние више кннетнческне схеми микробиологи- 
ческнх процессов не охвативают всей совокупности подходов, 
предлагавшихся разлнчними авторами. Л\и обсуждалн лшпь 
ту часть моделей роста, которие називают детерминироваи- 
нимн, поскольку стохастнческие варнапти обично не имфт 
каких-лнбо пренмушеств и лншь усложняют математический 
аппарат.

В последние годи большое развитие получили структ^* 
рованние модели, значительний вклад в разработку которИ* 
внесли Г. А. Угодчнков, Л. Л. Л\узиченко и др. Основнимрт* 
личием этого класса моделей является снстемний подхоЖ* 
популяцпн микроорганизмов, позволяюшнй рассматри^в 
свойства подсистем, т. е. учнтивать изменення концентрав 
различних физиологически активних вешеств внутри к л с в  
в ходе нх роста н развнтия. Очевндно, все подробно p a cc ie  
ренние више моделн являются деструктированнимн, поск^И 
ку рассматрнвают клетку как нечто целое и не учитивЯ 
изменення содержания отдельних компоиентов. ед

Принцнпи конструирования структурнрованних моДв^И 
роста мнкробних популяцнй, их достоинства п недостатки^и 
ложени в работах И. Н. Блохиной, Г. А. У г о д ч и к о в и
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111(Л1к,иа. Дапи обтая классифнкация модсл 141, IWilnpvi 
мсри и иодробное обсужденне структурированннх мо- 

, ; , цозволяет нам не касаться такого гипа зависимос-
le-lCl четнть лншь, что их прнменение оказалось эффектнв- 

Р *1' ' ядс случаев. К  сожаленню, структурированние моде- 
.^ржашие большое чнсло параметров, учитьшают изме- 

временн и такнх компонентов клетки, которие не 
ре"и юстаточно бистро аиализнровать, а в некоторих слу- 
■'iaC' лючают концентрации вешеств, которие вообше с тру- 
W ? югся нзмерению.

зт;: соображения иногда оказиваются решаюшимн с прак- 
точки зрення, ноэтому наряду с прнмерами весьма 

E qn ,го применения структурнрованних моделен многие ис- 
Kno i гсли продолжают нспользовать детермннированние 

Они построени по деструктурнрованному типу, срав- 
С тел но прости и вполне удовлетворительно помогают ре- 
Ьать юставленние задачн.
Г К шстояшему временн четко наметилнсь две тенденции в 

^Л ню ском  описаинн |>оста микробних популяцнн с помо- 
ью лсструктурированних моделей. Одна из них заключается в 

Ьолуч^чши снстеми дифференциальних н(или) алгебраических 
Сравнеинй, мннимально сложной, однако достаточной для 
адеквnioro  опнсания всего объема имеюшихся у эксперимен- 
frarop i ланних. При этом за основу, осознанно илн неосознан- 
но,|бсрется одна из прнведенних внше моделей. Параметри 
полу1! ;ютейся системи уравнений находят из эксперимента, 
онн, к к правило, не нмеют четкого физического смисла н 
пршолни только для опнсання конкретного массива эксперн- 
иентальпих даиних. Обично такие модели используют для 
упраплспия процессом в том же реакторе, где проводился экс- 
черимснт, и n тех же пределах изменення начальних условий. 
r B  >рая тенденция заключается в попнтках использования 

стро лстермннированних моделей, каждая из констант ко- 
т°рь4 пмеет четкий фнзнческнй смнсл, поскольку при со- 
Ғар.ц.цнц уравиеннй (как правнло, дифференциальннх) опн- 
Ғ™®8Л1:сь кинетические закономерности вполне определенной 
pj131 чсскон модели процесса. Хотя этот подход крайне прн- 
®Ле|'ислсп прежде всего своей потенцнальной возможностью 

"■ " нать модель за пределами изученной области нзмене- 
||;|чальннх условий, он встречает значнтельнне трудностн 

псдостаточно глубокого поннмання основннх качествен-
* 11 количественннх закономерностей роста микробннх по- 

v J 11" 11- Я|жим подтвержденнем этого может служнть уже 
i ;t К!1:||;1вшееся несоответствие математических описаннй рос- 
n. г'-'льтУР в перноднческом бнореакторе н проточном аппа- 

^мешеиия.



В различннх случаях разннми авторами предл«^И 
сложнне деструктурнрованнне моделн, в юй и.ш нноП 
учнтнваювдне торможение субстратом, продуктами, B iC,Ie,,,< 
гнбелн частн клеток по лннейному нлн квадратичному 
нам и т. п., например: • 3аКо.

„ = „  ____________Ш ____________Р Mmnt A's + |S] + /Cp[P] + /CpS lP)lS] • (7.51*
u =  U |S) * P  1 ,^ Иl "mai Xg-\- [S] +  A [S]* Ap +  [PJ (7.52)

"■in ^ = M x i * J j L - * , m i P i .  < L
П. И. Ннколаев с сотрудннкамн рассматривал глубо*уь 

аналогию между ростом культурн, тормозяшнмся одиадЖ, 
метаболитов — ингнбнторов [I], и ферментативннм процес- 
сом, в котором комплексн фермента с субстратом н ингнбнто- 
ром E I и SE I образуются с константамн нестойкостн Қ. и 
Kis■ Вводя обозначення

A:R =  A-s//v ,(Se][J [S] и А р н =  A l s ( i J J — js j) •

т. е. допуская лннейную связь концентрации ингибитора с 
расходованнем субстрата, авторн получнли такое внраженне:

И -  Итах A 3+ [S ]+ A r  ( [S ].- [S ])+ A ph ([S J,- [S ])**

По сувдеству, оио не отличается от обнчного уравнения 
Моно, в котором константа Ks является функцией [Sjo.

Практнка промншленной бнотехнологнн показнвает, что 
только разработка достаточно надежной кинетической модвда 
процесса, имеюшей хорошую экспериментальную основу * 
глубокнн физический (и биологическин) смнсл, может гарвн* 
тировать уверенное масштабированне процесса и с р а в н и м о с т ь  
рсзультатов. Ясно также, что в лабораторннх условиях гошр 
до удобнее н эффектнвнсе проводнть нсследовання в периоЯР* 
ческом режнме, тогда как ряд промншленннх процессов ЦвР* 
сообразно оформлять как непрернвнне.

Одна из возможностей решеннй этой проблемн заклйв* 
ется в том, чтобн взять за основу достаточно простую 
менологическую модель и дополннть ее положениями, кото^Р 
позволнлн бн описнвать всю совокупность эксперимен^* 
В первую очередь, требуют учета экспериментальнне Да1*^ И  
по зависнмостн удельной скоростн роста от н а ч а л ь н о й  
центрацнн субстрата, текушей концентрации продуктов и 
центрацни клеток. На рис. 7.6 н 7.7 бнли показанн зависи^и  
тн удельной скорости роста ц н экономического коэффииШ
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9. Зав

0,4- 0,8 /fojtM/tUM)

i 9 Зависнмость удельной скоросгн 
п ,)Т начальной концентрации суб- 

т :1ри перноднческом культивнровя-

0 2 4 f в tt t,«

Рнс. 7.10. Закономерностн роста 
дрожжей на этаноле в мем- 
бранном бнореакторе

r,;,anibie коордннати)

L   ̂ ,,i начальной концентрацин субстрата. Напомним, что 
J  те.\ же экспериментах зависимость между ц или Y и теку- 
Cjeii концентрацией субстрата отсутствовала до почти полного 
^Ирасходовання.

I Зависимостн 7.6 и 7.7 спрямляются в обратннх координа- 
тах (рис. 7.9). Следовательно, можно утверждать, что при 
перисдическом процессе роста, по крайней мере, у некоторнх 

Ьикроорганизмов начальная концентрацня субстрата опреде- 
ляет характер последуюшего роста в экспоненциальной фазе. 
Прн росте дрожжей рода Candida на этаноле бнло установле- 
ноГчто завершение лаг-фазн совпадает с моментом, когда 
куль ура, еше не начавшая размножаться, уже поглотнла суб- 
страт в количестве, равном удвоенному расходному коэффн- 
ци!нту по нсточнику углерода, т. е. 2/Y г/г. Именно эта велн- 
чинп Y, определяемая [S]o, и поддерживается далее постоян- 
ной в ходе роста.
■Проведеннне нами экспериментн по культивированню тех 

дрожжей на этаноле в мембранном биореакторе в усло- 
| Вия': протока средн через мембрану, полностью задерживав- 
РУ*! клетки, показали, что удельная скорость роста в этих 
рслиьиях постоянно возрастала (рис. 7.10). Отвод продуктов, 
rotopbie внходилн через мембрану вместе с потоком жидкости, 
l l °K eH бнл, согласно рассмотренной внше концентрации

■  Д Перусалимского, стабилизировать значение ц, но никак 
Г п Р ,ш е с т и  к росту этой величинн.

допустить, что постоянное возрастанне удельной 
^ Р °с ти  роста при отводе тормозяших продуктов в ходе пе- 

'1ического роста популяцин внзвано взаиминм влиянием 
0к, которне внделяют некоторнй фактор, поддерживаю- 

Лей Их Р °ст- Подобнне явления отмеченн ранее для водорос- 
с работах С. В. Горюновой. Обработка полученной для
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дрожжей на этаноле зависимости удельной скорости ро1Я 
т и [X] (рис. 7.10) ие иротиворечит предположеиию Tw t  
условнях, когда ликвиднровано торможение "1 ’̂луктами W *  
является актнвирукнцее влиянне на культуру некоторого ' ж 1* 
тора Ғ. Его количество, по-внднмому, связано с количес^Н 
бномасси, хотя нет основаннй предполагать, что эта связк^11

В рамках кинетнческой интерпретации уравиений Мон<е  
Моно—Иерусалнмского (7.34) и (7.46) указаниме в и ш е Ж  
блюдения могут бить хотя бн частично объясненн, если п & ' 
положить, что клеткн снособни ускорять рост и размножЯ, 
под действнем внделяемого нми же активного фактора в ?  
В простейшем случае можно допустить, что фаза роста, Ши 
преврашения ассоциацнн XS в биомассу ■ е.

X S ^ x ,
протекает тем бистрее, чем nuiue копцеитрация Ғ:

*2 > = ** .0  +  * 1 Ғ ) .  (Ш )
При этом обшее кинетнческое уравненне (7.33) имеет вид

■

^ ixi __ (fr«.o + 1̂ 1) [X][S1 
dx k-=i+h+ ls) (7.56)

Возможно также допушение об обратимом взанмоденствии 
клеток с фактором Ғ, в результате которого часть из них ою- 
знвается актнвированной [X*]. Если это взаимодействие опи- 
снвается равновесием

IX*] = К  [X] [Ғ],

то все имеюшиеся клетки будут представлять 
обнчпнх клеток [X] и активированннх [X*]

собой сумму

откуда

[X lo em - IX j+ ^ lX llF ],

у  1 X  ]об|1|
1 J “  1 + /С[Ғ]

Незавнснмо от фактора Ғ клетки способнн п р и с о е Д И » ^ И  
субстрат, давая ассоцнатн XS н X*S, константн нестойко^ 
которнх одинаковн. Однако дальнейшие нреврашения — PJg. 
клеток н их подготовка к деленню — прогекают с коисташ

I оростн k2 и р*2, где р>1. Уравнение (7.34) принимает
[«"эгом случае вид

. ,Y1 /1/ЛГ+р[Ғ]\ 
d\X)Овш [Ff J |b|

fc-1 + frfdT (7.57)
-[Sl

-огЛасно уравиению (7.56) удельиая скорость роста ц ли- 
l  . ,'растет с увеличением коицентрации фактора Ғ:

Ц = (^2.о+ '̂1Ғ1) ATsVlS] ’ (7.58)

I гп | как в соответствии с внражением (7.57) при малнх Ғ 
К о т  рост линеен (Ғ<1 /К):
|  (7.59)

■ Загсм при (F » l/ K )  должен замедляться прирост удельной 
I cko; ости, которая стремнтся к пределу, равному 0:

_ M W ]  [Sl
И -  1 + /Г[Ғ] ATs+lSl- (7 .6 0 )
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_  Если в течение некоторого времени иакоплеиие фактора Ғ 
про: орционально приросту биомассн, уравнеиня (7 .5 8 ) — (7 .5 9 )  
должнн превратиться в соответствуюшие зависнмости от [X], 
т. к [ Ғ ] = а ғ [ Х ] .  Рис. 7.10 показнвает, что по мере накопления 
биомассн дрожжей, растуших на этаноле в мембранном биоре- 
акт ре, увеличение удельной скорости роста соответствует за- 
ВШспмостн (7 .6 0 ).
I  Хорошими подтверждеииями изложенной модели, допуска- 
к>Ш1 й наличие в популяции активируюшего фактора Ғ, внделя- 
емого растушими клетками, служат известнне из литературн 
факти: 1) сушествованне мнннмальной концентрацин инокуля- 
та. ннже которой рост клеток даже в сбалансированной среде 
не начииается; 2) наличие критнческой скорости подачи пита- 

ной средн в мембраиннй бнореактор, внше которой рост 
пРекрашается, очевидно, из-за внмнвания активируюшего фак-

■ Юра н енижеиня его концентрацни ннже некоторого мннимума. 
В  Можно предполагать, что уравнения (7 .5 8 ) — (7 .6 0 ) являют- 
I слсдствием измеиения продолжительности одной нз фаз 

J*°CTa ч развития клетки. В. Н. Иванов и Г. А. Угодчнков от- 
I  е'пют, что лншь наиболее продолжительная из фаз, например 

Дрожжей фаза Gi, зависит от внешннх условий, а осталь- 
| Ц14' —  S ,  С 2 н М — имеют мало меняюшуюся продолжитель- 

Имеиио фаза G i представляет собой период подготовки 
^ Р егки к репликации геиетического материала. В ее ходе про-
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исходит бистрьш синтез бслка, нуклеинових кислот и т. п Ш  
мечено, что эта фаза — основнон период роста клеток; 
тельность определяет продолжительность всего клето^Р' 
цнкла. 8°fo

Наименее изученним остается начальний период рост^Н 
пуляцин (лаг-фаза), однако више уже отмечалось, что п р Я г 
риоднческом культнвированин наблюдается четкая зависиД?' 
удельной скорости роста культури в экспоненцнальной фаз* 
начальной концентрацнн субстрата (см. рнс. 7.6 и 7.7). По.*°Т 
димому, нменно в лаг-фазе клетки, привикая к окружам̂ Г*1. 
среде, вирабативают определенние ферментние системи, |Ж г 
стности пермеази, т. е. как 6u настраиваются на рост в' ове» 
деленних условиях, определяемих иачальнимп коицентраци»!,* 
компонентов пнтательнон среди. Далее в ходе потребленияК 
тательиих вешеств заданиие в лаг-фазе скорость роста и 
номический коэффнциент сохраняются до тсх пор, пока лнци. 
тнруюший субстрат не исчерпивается почти полностью Ж Г  
рис. 7.2). '

Рассмотренная више обобшенная кинетнческая модель poera 
мнкробних популяцнн приводит ii К'111иv Kdimui) к зависи^^Н 
скорости роста от концентрацнн клсток |XJ, субстрата [SJ. 
продуктов [Р ] н активнруюшего фактора [Ғ ], виражаемон 
функцней

d[ X]  _ ф 1  ([Ғ] [SIq) [X I [S] 
*  * s  +  <F,([S], [Р]) ' (7.61)

Конкретний внд функцнональних завнсимостей q>i([Fj. 
[ S ] 0) и <р2 ( [ S J , [ Р ] ) определяется природой микроорганизмов. 
средой и условиями культивирования. При периодическом росте 
уравнение (7.61) часто аппроксимируется уравнением Моно. 
Т. е. ф! ( [ Ғ ] ,  [ S ] 0) = J lm.x [ S ] 0, ф2 ( [ S J , [ Р ] )  =  [ S | . Эго объясня 
ется, по-видимому, компенсацией роста числителя и знаменв*- 
ля в вираженин (7.60) вследствне одновременного накоплвЮ* 
актнвируюшего фактора Ғ н тормозяшнх продуктов Р в куль- 
туральной среде. В проточном аппарате смсшения сама стаиио- 
нарная по составу среда задает характернстики роста культу- 
pu (см. ниже).

§ 7.5. Влияние условий культивирования на скорость 
роста микроорганизмов

НИЯНезависимо от конкретного внда математнческого o n n c iL _  
процесса культивнрования микрооргаиизмов необходимо >ч 
вать, что скорость роста и экономнческий коэффициент в 
чительной степенн зависят от условий внешней среди.
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Рис. 7.11. Температуриая зависимость 
удельиой скорости роста микроорга- 
низмов

I в ....... температури на 1пЛ
| р ,Tb роста микробних по- 
И  iiй с трудом поддается ко- 
v-lH. ,сцному описанию. Из- 

■ 1,4ei что все микроорганизми 
k J biio делят на три группи —
W  )фили, мезофили и тер- 
Елиль!. Условной границей 
Г К р а т у р и  для такой класси- 
■Аисации можно считать 25°С:
H r  ,i|)ii.iu, как правило, во- 
Efnue i,e растут више этой тем-
Ғр., i i j. а термофили — ннже нее. Конкретние внди темпера- 
Гр[, i i c i im o c t h  могут сильно варьнровать для различних

Егльтур- ^ак> относимая к психрофилам морская бактерия спо- 
К бяа  растн в ннтервале от минус 10 до плюс 45°С, мезофильний 
Е|,д \ n th o in o n a s  rinicola размножается при 0—40°С, а термо- 

фил Iiacillus coagulans нмеет область культивирования 25—65°С. 
В то /ке время, особенно средн мезофилов, встречаются штамми, 

[lipaii 1ю i вительние к температуре, вса область рим вш ш  
Еото: ие превишает 10—15°С. Acholeplasma blastoclosticum 

растс i лишь в интервале 34—42°С.
i Виутри допустнмого для любой культури температурного 

Ьнтс ia наблюдается экстремальная зависимость удельнон 
Вскорос i м роста и экономического коэффициента от температури, 
Ьричем температурний оптнмум часто оказивается достаточно 
, узки\ и ие превишает 2—4°С. В этих условиях наблюдаются 
•*ак( i к ‘льпой скорости роста н экономического коэффи- 

uneHia. Снпженне величин ц н Y за пределами оптимума свя- 
обично с нзмененнем метаболических процессов и рос-

■ J"M(3a фат иа поддержание. Поскольку такне нзменения могут 
|® u t l различними для разних типов мнкроорганизмов, как пра- 
■«нло, не удается количественно связать величину экономическо- 
Ғ °  К()аффицнеита с температурой, приходится ограничнваться 

^B^IeniuM ii значениями Y, полученними в конкретних onu-

Ж. ®Лияпне температури на удельную скорость роста культури 
ки изображается несимметричной кривой с макснму- 

^^■  4’Пс. 7.11). На участке возрастания скорости с температу- 
^ ■ ’l;iero используют аррениусовскую зависнмость

ц = ц0ехр(— Е/ПТ), (7.62)

иостоянная, аналог энергии активации химических ре- 
имеет обично величину порядка 35—50 кДж/моль;

- П||версальная газовая постоянная.
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Этот подход к описанию ц как функцни абсолютной Те|  
ратури Т мог би бить оправдан по принципу узкого мсста 
на основании прсдположсния об одной лнмнтнруюшей Д *  
фсрмснтатннних процессов в клеткс. Следуст заметить, од^|,и 
•по само уравнсние (7.62) описиваст лишь отдсльние ' небп*0, 
шне участкн кривой на рис. 7.11. )0л

Влияние кнслотностн среди на рост и размножение г4пД_ 
организмов является обшим законом, хотя отдельние

I

организмов является оошим законом, хотя отдсльние кулмХ®- 
в большсй нлн в меньшей степени чувствнтсльни к измецЗ»41 
рН. Для всех микрооргаиизмов характерно наличие оптимГ,10 
ной области рН, в прсдслах которой культура растет наиболЬ 
интснснвно, и.4мснсние акгивной КИСЛОШОСШ ТОрМОЗИТ ро^ 
Многие гнпи мнкроорганизмов имеют оптимум |>ll в област. 
6 ,5 ± 1,0, т. е. вблизи нсйтральной точки рН 7,0. Для дрожже 
характерна большая кислотоустойчивость — оптнмум р Н ^ К  
4—6.

Многне культури способни расти в более кислой среде,!чец 
оптнмальная. Так, дрожжи удовлетворительно размножаются 
прн рН около 3, что нспользустся в промишлснности для борь- 
6u с посторонней микрофлорой в промишленних фсрмснтато- 
рах. Сдвнг рН в шелочную область угнетает практически iece 
микробние культури н нспользуется поэтому в целях стерили- 
зации жидких потоков. В  отличие от удсльной скорости р К а  
величина экономического коэффнциснта мало меняется с изме- 
нением рН, хотя и для этого показателя характерна экстремаль- 
ная связь с кнслотностью культуральной с|)еди.

Объясненне роли рН в культивировании микроорганизмон 
основиваетси на нзложснних више представлениях о р№*а- 
висимостн актнвности ферментов (см. главу 6). Некоторме 
автори питаются даже использовать модсль, аналогнчную вм- 
ражению (6 .6 9 ), т. е. допускают протонирование и депротфи- 
рование отдельних клеток, т. с. по сушеству, изменение их ВО- 
верхностного заряда. Хотя такой подход позволяет в ряде tMjf- 
чаев объяспнть экспериментальние данние н даже найти 
фективние значения р/С„ н рKh, в подавляюшем большинств  ̂
работ не дается количественнон связн ц и Y с рН, а прол» 
констатируется оптимальний интервал кнслотности средД 
графически изображается сниженнс удельной скорости росЯ  ̂
экономического коэффицнента за пределами о п т и м а л ь н о й  
ластн рН. „

К важнейшнм факторам внешней среди следует отн^ж 
концентрации растворенних газов — кислорода н лноксида У 
лерода. Нзвестно, что по отношению к исрному из ннх 
мнкроорганизми делятся на две больиип- i р\нии — анаэр^И 
н аэроби. При работе с культурами строгнх анаэр<»бов иоП 
нне кислорода в с|>еду визивает гибель клеток. Факульта^ш
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■ . и.нроби способни переносить невисокие концентрацнн 
^В^рсННОГО кислорода, однако процесс их роста и размно- 
► l'T\ у г н е т а е т с я  кнслородом и протекает тем лучше, чем 
■fH' 'соблюдается анаэробний режим.
■Рд обнме микроорганнзми требуют для роста определен- 

ниснтрации растворенного кнслорода, что достигается 
■f'1 црннудительной аэрацией среди. При достаточной сте- 

^рацни лимитнруюшим субстратом становнтся, как пра- 
Р  , ;;сгочиик углерода. Однако малие концентрацни раство- 
•яЛ [ ,, кислорода приводят к тому, что именно он становнтся 
^Жтируюшим рост компонентом питательной среди. Это 

пронзойти как вследствие неудовлетворительних усло- 
-'ппсрсноса, так и в результате флокуляции клеток, 

образования агрегатов, илн их капсулнровання, например 
Кдеу виделения внеклеточних полисахаридов. В последнем 
Куч;з> рост может тормознться не только днффузней кислоро- 
Е '  к клетке, но и диффузионним переносом остальних ко.мпо-
KeiiTi» культуральной среди.
■ Нскоторие автори предлагают использовать уравнение ти- 
n;t Д1оно для описания роста мицелиальних культур или аг- 

Сгирпианних клеток, а дополнительние дпффузионние огра- 
ричения учитивать путем подбора константи К s в знаменателе 

ip lBo ii <1асти уравнения (7.18). Предлагалось, в частности, 
счнтать, что экспериментальная величина Ks*aM в таких слу- 
чаях представляет собой сумму некоторой «истиннойэ величи- 
hu; А иолучаемой в отсутствие днффузионних осложнений,
« Юнклнительной константи Ка, которая является функцией 
pajwcjia и типа флокул, природи капсулируюших агентов, раз- 

Гаероь капсул и т. п.
ЧА^робние микроорганизми способни расти лишь при доста 

т<>чно писоких концентрацнях кислорода, тем не менее и для 
i*P iux культур слишком интенсивная аэрация, как правило, 
ржелательна. Экспериментами неоднократно подтверждено, 
ро иисокие концентрацин растворенного кислорода тормозят 
r 001 акшчсски всех культур, их размноженне и виделение 
W 0-1} ктов метаболизма.
■Wmee изучено влиянне С 02 на процесс культивировання 
В | Г(,К н культур тканей. Имеются сообшсния о том, что слиш- 

низкис концентрации растворенного С02 не способствуют 
аэробних мнкроорганизмов, т. е. диоксид углерода как 

cTH(J> кт лихания должен в определенннх количествах присут-

[ , ь  В  среде. В то жс время високнс концентрацни СО.. 
гормозят развитне клеток н приводят к снижению 

1'l.11’11 скорости роста и экономического коэффициснта. Це- 
ПРи IJi’a 3Hu небольшне добавки диоксида углерода к воздуху 

^ьтнвировании кормовнх дрожжей на жидких углеводо-
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Рис. 7.12. Смена лимнтируюшего суб- 
страта (этаиол — 0 2) при периодиче- 
ском культмвнровании дрожжей

Рнс. 7.13. Последовательное потм ^ 
нне субстратов — диауксия — пвГв!'
стс дрожжен на смесях панолШ л 
суснон кнслотой

родах. Это может бить связано с нзлншним ньшосом СО* из 
средм как продукта дихания.

Следует отметить также сувдествование определенной свж
между влиянием растворенних газов — кислорода и дноксида 
углерода. Показано, что ннгнбируюшее действне избитка кис- 
лорода в экспоненцнальной фазе роста может бить отчастн 
компенсировано повишением концентрации растворениого 
С02. Имеются данние о стнмулнруюшем действии кислорода в 
лаг-фазе, которое проявляется при его разбавлении диоксидом 
углерода.

Коснемся, наконец, вопроса о возможности лимитироваиия 
роста не одним, а сразу несколькими компонентами пнтатель- 
ной среди, т. е. о так називаемом множественном или, в про- 
стейшем случае, двойном лимитировании. Большннство авто- 
ров отвергает двойное лнмнтированне, если лимнтируюшне 
компоненти разлнчни по своей прнроде, напрнмер являются 
источннком углерода и кнслородом. С использованнем мем 
бранного бнореактора бнло показано, что переход к  лимити- 
рованию кнслородом при росте дрожжей на этаноле привАит 
к снижению удельной скоростн роста и возрастанню кониввТ' 
рации субстрата в протоке (рис. 7.12). А резкое увелнчеИ* 
концентрации растворенного кнслорода, приводяшее к глуоо 
кому лимитированию этанолом (голодание), смижает конЦУ '  
рацию последнего почтн до нуля н визивает закономерни< 
с прнмерно постоянним ннтервалом — колебания концен^^ 
цин растворенного кнслорода. Этн колебання п р е к р а ш а Ю ^ Р  
если ввестн в бнореактор некоторое донолнительное коЛШ^ 
ство спирта, сннмаюшее эффект голодання, но не изм еняЮ И  
лнмитируюшего фактора.



I . колько нначе вьагляднт явленне лимнтировання прн ис- 
1 ,,цаннн сложннх субстратов состояшнх нз нескольких 
1 niKOB углерода одинаковон нли различной природи. Од- 
itAioHiioe присутств ие n среде нескольких разних источнн- 
Г  лерода, особенно еслн одним из них является глюкоза, 
L дит, как правило, к диауксии — постадийному поглоше- 
1 Ц н ь 1х субстратов, первим из которих всегда оказивается 
, ui (глюкозний эффект). В отсутствии моносахаридов 
, но днауксии т а к ж е  может наблюдаться, например при 

‘ дрожжей на см еси  этанола с ацетатом поглошение ук-
II кислоти происходнло лншь после полного использова- 

-йЯ ^мирта (рис. 7.13).
111,11 рскте культур на смесях моносахаридов также отмечен 

' i ший эффект: поглошение лактози или галактози из их 
l H i ,i \ смесей с глюкозой происходило только после нспользо- 
Сц я носледней.
| 0 '|Ь1ЧИО принимают, что при росте на миогокомпонентних 
jo пиках углерода потребление нндивндуальних соединеннй 

тходит в последовательностн, определяемой скоростью рос- 
| ь  льтури: чем вьпис скорость размножения на данном суб- 
■jnaic. тем раньше происходит его потребленне из смеси. Хотя 
"  i ;i 6 o t  качественно подтверждает это правило, ero нельзя 

счи! ть абсолютно верним , поскольку колнчественних нсследо- 
ванп i n этой областн еше явно недостаточно. Возможно, по- 
[с.тел исльность потребления инднвидуальних субстратов из 
иес коррелирует с и.х термодииамическими свойствами. Неяс- 
HOii пока остается и количественная связь между концеитра- 
циямп компонентов в  момент «переключеиия» роста с одного 
исто ннка углерода н а  другои.

К сожалеиию, в н астояшее время количественное описание 
п микроорганизмов на сложних средах возможно лишь пу- 

теи ^бработки серии экспериментов по культивированию опре- 
Дйлгтюго штамма на заданной смеси во вполне конкретних 

!я\, которие предполагается нспользовать в дальнейшем 
nPn крупнении масш таба разработок.

Г   ̂ Кинетика накопления продуктов метаболизма

И *  пчоиление продуктов метаболизма, образуюшихся в той
б'н" 11011 Ф а з е  роста культури, является целью многих микро-
11и°  пческих производств, таких как промишленное получе-
чс.р 1М"нокислот, ферментов, антибиотиков, спиртов, органи-
Tov х кнслот н т. д . С точки зрения взаимосвязи между рос-
CpJ 10пуляцни и на коплением метаболита в культуральнон 

с̂е продукти прннято делить на две большие группи —
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продуктн, снязанние с ростом, н вторнчние метаболипЛ 
вая группа нродуктов образуется как результат усвоен^^Вр 
страта клеткамн в ходе нх актнвпого роста и размно1* С̂ Г) 
Сюда относятся прежде всего продукти катаболнческн * е,1ии 
ций — днокснд углерода прн днхании, молочная кислота*>*ак 
нол и другне кислородсодержашие соединення при бро» *Тй 
К этой же группе относятся н нобочние продукти бнocни*H,,,, 
в небольших количествах виделяемие клетками при 
напрнмер уксусная кислота и этнлацетат при внраш нв1'' 
дрожжсй на этаноле, ннзшие карбоновне кислоти, внделяе Ии 
в среду прн потреблспии клетками н-алканов, н т. д. ev!|"

Ко вторнчним метаболитам прннято относить вецме» 
бносннтез которнх начннается только в определенной, каХГ* ' 
вило, поздней фазе роста, когда культура реагирует ц? ' 
шение средн илн преднамеренно производимое измененм 
состава. К этому тнпу относятся антнбнотикн, ряд ферменто 
н аминокнслотн, сннтезируемие ауксотрофними мутавтам! 
Brevibacterium или Micrococcus. Бносннтез всех этих соедин- 
ннй особенно ннтенснвно происходнт в фазе замедлеиия роста 
а начинается обнчно во второн половине логарифмическ<я 
фазн.

Кинетические зависимости накопления продуктов, синте: 
которих связан с ростом, естественно коррелнровать с концснт 
рацией мнкроорганизмов в среде. Если каждая клетка проду 
цирует метаболит с некоторой усредненной скоростью X, то

d JP [
dl M x j

или d|P| 1
*  |Х]

(7.63)

(7.64)

В этих моделях прииимают постояиной удельную с к о р о с т ь  
накоплення продукта X н допускают, что популяция виделяет 
метаболитн с постояиной удельной скоростью. Н е о д н н а к о в о с т ь  
фаз клеточного цикла у разних особей компеисируется ооль 
шим колнчеством клеток в популяцин. Зависимость (7.64^И* 
нозначно связнвает процессн накоплення биомассн и прору 
тов, поскольку

l i l £ i  X rfx
. . . .  1 d | X ] IV1 IX ] и _ _ i _ L  = [X|, т. e.

1 d |P | _  1 d|X]
X di  ц dx

или n</[P] = Xd|XJ.

(IP-
(7>
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. „тегрируя виражснне (7.66) и считая удсльние скорости 
ц и накопления продукта X постоянннми, получасм

(XI [I>1
X \ \ d [Р];

[X I. [Pl.
X ([X I — 1Х]0) = и (|Р| —1Р1о),

[<Ж>да
[Pl — I Plo Н—~  (1X ] — |Х|0). (7.67)

Зависимость (7.64) позволяет нанти взаимосвязь между ко- 
■фцциентом вихода продукта а и другнми кннетическимн 
■рамстрами ферментации. Определим а как дифференцналь- 
С „ ,  селективность по данному продукту:

а = -d[P]/d[S], (7.68)
nlirieM знак «минус* учитивает, что d [P ]> 0 , а rf[S]<0. Тогда 
скчетом виражения (7.66)

-arf[S ] = d (P ]=  — d[X]. (7.69)р
I  Сиязь текуших концентрацин биомасси н субстрата опреде- 

ляется экономическим коэффнциентом Y = —d[X ]/d [S], т. е.

- d [S ]  = l d [ X l ,  

поатому уравиеиие (7.69) можно преобразовать так:

I ОТк;. да

■ £ d [X ] * £ r f [X ] ,

a/Y = X/[i или ац = АЛ\ (7.70)
I  Пз (7.70) следует, что коэффицнент вихода продукта a н 

УДельпаи скорость его накопления X нзменяются в ходе фер- 
*Ғ'1тацин одинаково, поскольку экономический коэффицнент и 

|УД(“льная скорость ц остаются постоянними на протяжении 
|*кчц)неицнальнон фази роста. Известно, однако, что на велн- 
|*Ини |i и у влияет начальная концентрация субстрата [SJo 
”Р;| 'криодическом культивировании. В обшем случае ц рас- 

'ринают как функцию концентрации субстрата [S ], опн- 
r~*,i |(‘MOH уравнением Моно. Виражение для X, которое полу- 
и ется с использованием уравнения Моно и фуикции (7.70), 

■ (Ч'Т вид
1 a X v n «Ишах |S1

Y A's +  |Sl (7.71)
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теоретических предпоснлокМ 
ставляет обнчио аппроксимЖ' 
вать функцию >.р от т пол^Г 
мом, часто оказнвается аоШ  
точио квадратичной формьЛн
■̂р = + ^iT + ̂ 2т2 + • • • • (7.ф 

Влияиие режима культаД 
рования на ЯР отражаетс*

Рис. 7.14. Кинетика накопления про- этом случае в зависимости V  
дуктов метаболнзма прн перноднче- СТОЯНИНХ Ь0, Ьи b2 И др. в yn *  
ском культивнрованнн:
/ — бноиасса; / -  продукть.. с.«,аннь.с с ,1е» ИИ <7-80) 0Т ВИеШННХ y c i  
ростом; S —  вторичнме метаболити ВИИ, КОТОруЮ ТЭКЖв ПрИХОДИТО

описмвать подходяшими эил! 
рическими формулами. Такнм путем удается представить зав*. 
симость вмхода многих антибиотиков от времени.

В заключеиие раздела следует отметить, что в ряде процес* 
сов, особенно прн брожении, накопление продуктов может бьц| 
двояко связано с ростом культурн дрожжей и других микроо» 
ганизмов. С одной сторонн, продуктн, например этанол, появ- 
ляются в результате внутрнклеточннх метаболнческих превр* 
шений субстрата (глюкозн), а с другой — как следствие фер- 
ментатнвннх процессов, протскаюшнх во внеклеточной среде 
под действнем секретированннх клеткамн экзоферментов. Как 
известно, такое явление бнло отмечено еше Л. Пастером, оно 
может оказаться сушсственннм не только для спиртового бро- 
жения, но н в ряде других пронзводств. Возможность более 
чем одного пути бносинтеза продукта следует учитнвать при 
количественном нзучении микробиологических процессов.

§ 7.7. Иинетика гибели микроорганизмов
Гибель части клеток в процессе роста популяции учитнва* 

ется большннством моделей как процесс, протекаюшнй парал* 
лельно и независимо от размножения жнзнеспособннх особШ 
той же культурн. В ряде случаев, однако, именно гнбель час* 
ти или, в идеале, всех клеток данного типа становится цельШ 
процесса, как это бнвает при стерилизации жидкнх и твердь!* 
сред, оборудовання, вспомогательнмх материалов и т. д. ' j w  
кая постановка задачи требует особнх методов ее решени*| 
способннх гарантнровать заданную степень асептнкн н воспро| 
нзводнть результатн в промншленннх условиях при длитель! 
ной эксплуатацин установок. В этом разделе дано краткое ИЯ 
ложение основнмх кинетических закономерностен npoueccj 
стернлизацин, поскольку именно они лежат в основе расчето» 
прн разработке проммшленннх регламентов.
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K iii> b h ijm  методом стерилизацни жидкостеи и аппаратури в 
■ , i,op"bix условнях является термнческнн, связанний с до- 

длительним прогревом до заданнон тсмператури. 
cTi' микроорганизмов при повишсинон температуре проис- 
Г" 'V как правнло, со скоростью, пропорцнональной концент- 
,0 i клеток нли спор, еше сохранивших жизнеспособность к 
Йнмому моменту времени:

(7.81)

I | , ли в начальний момент временн прн т = 0 концентрация 
К , ,  ,|К способних особей составляла [ X J 0, то ко временн т она 
Q 0, шгаст всличнни

ln i|b- = Ar (7.82)

нли (X) = [X l0cxp( — кх). (7.83)
I  в приведенних више уравнениях константу k називают 

I обм i i io  удельиой скоростью гнбслн, а ln [X J 0/[X ] принято на- 
gu ать критернем стерилизации. Практическн важной характе- 

I pib шкой оказивается время, за которое концентрацня вижив- 
Ш1 < лсток сннжается в 10 раз. Из виражения (7.82) следует,

I ятс ira вслнчнна
т10 = 2,303//с. (7.84)

IIp ii стсрнлизации жидких сред обично задается величина 
I «ритсрия стерилнзацни. Затем по известному значению удель- 
I аоi скорости гибели прн определениой температуре по уравне- 

ник (7.82) вичисляют необходимую продолжительность обра- 
I бо kii т. Тсмпературу стерилизацни устанавливают, как правн- 
I  Jio i' учетом того, что ннгредиенти питательной смесн подвер- 
t гаются нежелательним преврашениям при длительном прогре- 

ве Гнбель клеток и спор резко ускоряется с ростом температу- 
I  Pbi Гак. в интервале 100— 140°С k возрастает в 104— 105 раз,
■ "Прм повишеннн температури на 10 °С удельная скорость гнбели 
I  K-i ioK и спор возрастает обично в 10 раз и более. Темпера-

мую завнсимость константи можио описать уравнением 
Al рсииуса:

/c = /r0exp( — E/RT). (7.85)
В  Постоянную Е  в этом уравнении по аналогии с химической 

Р^^шкой називают энергией активации процесса гибели мик- 
|ч анизмов. Она нмеет большую положительную величину, 

Г 1'4 т̂о вндно нз прнведенного вишс температурного коэффн- 
а' 11 'ra, которий больше 10 (для жидкофазних химнческих ре-

■  unii тсмпсратурний коэффициент равен 2—3).
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теоретических предпосилок М. 
ставляет обично аппроксимЖ* 
вать фупкцню Яр от т полЛ ' 
мом, часто оказивается д о л 1 
точно квадратичной форми^'
■̂р =  +  ^iT +  ^2т2 +  • • • • (7 

Влияние режнма культи» 
рования на ХР отражаетсяТ»

Рис. 7.14. Кинетика накоплеиия npo- этом случае в зависнмости^И
дуктов метаболизма при периодиче- СТ0Яццu x  fc0, Ьи b2 И др. в V D *
ском культивнровании: anl к УРИ
/ — бноиасса; / -  продукти. с.„а„нь,с с ,,еНИИ (7 80) 0Т ВИеШНИХ уСЛ&
ростом; 3 — вторичние метаболитм ВИИ, КОТОруЮ Т Э К Ж е  ПрИХОДИТС*

описивать подходяшпми эмпа 
рическими формулами. Такнм путем удается представить зави 
симость вихода многих антнбиотиков от времени.

В заключение раздела следует отметить, что в ряде процес- 
сов, особенно прн брожении, накопление продуктов может биц 
двояко связано с ростом культури дрожжей и других микроо* 
ганизмов. С одной сторони, продукти, например этанол, появ- 
ляются в результате внутрнклеточних метаболических npeepi 
шений субстрата (глюкози), а с другой — как следствие фер- 
ментативних процессов, протекаюшнх во внеклеточнон cpeflfe 
под денствием секретированних клеткамн экзоферментов. Kat 
нзвестно, такое явление било отмечено еше Л. Пастером, онс 
может оказаться сушественним не только для спиртового 6p<h 
жения, но н в ряде других производств. Возможность бол̂  
чем одного пути бносинтеза продукта следует учитивать пр» 
колнчественном изучении микробиологических процессов.

§ 7.7. Кинетика гибели микроорганизмов
Гибель части клеток в процессе роста популяции учнтива* 

ется большинством моделей как процесс, протекаюший парал* 
лельно и нсзависимо от размножения жнзнеспособних особе! 
той же культури. В ряде случаев, однако, именно гибель час* 
ти илн, в идеале, всех клеток данного типа становится цельв 
процесса, как это бивает при стерилизации жидких и тверди* 
сред, оборудовання, вспомогательних матерналов н т. д. 
кая постановка задачи требует особих методов ее решени*!» 
способних гарантнровать заданную степень асептики и воспр<1| 
изводнть результати в промишленних условиях при длител* 
ной эксплуатацнн установок. В этом разделе дано краткое i'3'  
ложение основних кинетических закономерностей процессч 
стерилизацин, поскольку нменно они лежат в основе расчето» 
прн разработке промишленних регламентов.
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viiobhum методом стерилизации жидкостен и аппаратурь! в 
Ь  viiopHUX условнях являстся термическнй, связаиннн с до- 
Jtv'' длнтельним прогревом до заданной температури. 
с* 1 микроорганнзмов прн повишенной температуре проис- 

V- как правнло, со скоростью, пропорциональной концент- 
1 : клеток нли спор, еше сохранивших жизнеспособность к 

J J J S h o m v  моменту времени:
= (7.81)

I | v тц в начальний момент времени при т = 0 концентрация 
Ь ,  ксгюсобннх особей составляла [ X j 0, то ко времени т она 
Врсшгает величинь!

ln i|b- = Ax (7.82)

или [XJ = [Х]0схр ( — А-т). (7.83)
I ь приведенних внше уравнениях константу k назнвают 

обично удельной скоростью гибели, а ln [X j0/[X] принято на- 
зь! 1гь критерием стерилизации. Практически важной характе- 
рисi нкой оказнвается время, за которое концентрацня внжив- 
ш;г ;леток сннжается в 10 раз. Из внражения (7.82) следует, 
что *ra величина

т10 = 2,303/Аг. (7.84)
llpii стерилизацин жидких сред обнчно задается величина 

«ригерия стерилнзации. Затем по нзвестному значению удель- 
Н( скорости гибелн прн определенной температуре по уравне- 
HPio (7.82) внчисляют необходимую продолжительность обра- 
6i i k i i  т. Температуру стерилнзации устанавливают, как прави- 
Ло. с учетом того, что ннгреднентн питательной смесн подвер- 
r;iк>iся пежелательннм преврашениям прн длительном прогре- 
вг Гибель клеток и спор резко ускоряется с ростом температу- 
P'i Гак, в интервале 100— 140°С k возрастает в 104— 105 раз, 
«Ри човншении температурн на 10 °С удельная скорость гибели 
к- юк п спор возрастает обнчно в 10 раз и более. Темпера- 

К Р н у ю  зависимость константн можно опнсать уравнением 
Appeiinyca:

Л = /г0ехр( — E/RT). (7.85)
I  Постоянную Е в этом уравнении по аналогни с химической 

ипкчикой назнвают энергией активации процесса гибели мик- 
в®"1>| аннз.мов. Она нмеет большую положительную величину, 
Ғ 1' <то вндно нз приведенного внше температурного коэффи- 
а ' 111а, которнй больше 10 (для жидкофазннх химнческнх ре-

■  'Hnii температурннй коэффициент равен 2—3).
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4. В условиях предидушеП задачи как ви оценнте, прн какой 
преврашения глюкош ( [S ]0—1,5% мас.) скорость роста популяцня умев^м 
ся вдвое. еслн рост тормозится продуктом с константой А',, = 10“ * м ол^ ^Н

5. Как рассчнтать удельную скорость роста метилотрофних бак^Ғ 
М methylophylus на метаноле ii экономическнй коэффицнент роста по м Ш  
денним ниже экспериментальним данним:

т, ч 0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 1  1
Оптическая плот- 0,12 0,13 0,17 0,20 0,25 0,31 0,37 0 ,4 5 * 
ность среди ш

Максимальная оптическая плотность, достигнутая при исчерпании субсЖ 
та, равна 0.67, коэффнциент пересчет* на концентрацию биомасси pj^K 
1,25 г/л, начальная концентрации метанола в среде 1,25 г/л. у*

6. В ряде случаев удобно нспользовать понятие удельной скоростн и Д  
болизма q, определяемой как скорость потреблення субстрата, тиесен^К 
концентрации бномасси. Как ви объясните связь этой величини с уде^цК 
скоростью роста и удельной скоростью образовання продуктов, сиязан^Н 
ростом?' J

7. Как ви оценнте затрати на поддержание по экспериментальним резЖ. 
татам культивирования бактернй А. methylicus на метаноле, если прн полХ 
исчерпаннн субстрата ( [S ]0” 3,2 г/л) накаплнвалось указанное ниже кодЛ. 
ство бномасси, а в ходе роста достнгалнсь следуюшие удельние скоросвН

Бномасса, г/л 7,7 8,1 8,6 10,1 10,4 10,6 10,8 13,1 
Удельная скорость 0,017 0,018 0,022 0,046 0,048 0,085 0,100 О.Ш) 
роста, ч-1 |

8. Культура дрожжей растет на н-гексадекане с удельной скорос|В 
0,5 ч-1 и экономнческим коэффициентом 0,95. Какова удельная скорость н »  
болизма м-гексадекана н удельная скорость образования углекислоти? ҚдШ 
фнциент вихода продукта, связанного с ростом, можно определить из •  
хиометрнческого уравнення, прнведенного в главе 5.

9. Сахаромицети растут на глюкозе с константой Моно, равной 25
Во сколько раз нзменнтся удельная скорость роста при нзмененин концеятВ 
цин субстрата с 0,5 до 20 мг/л? За какое время будет потреблена половЯВ 
субстрата, если экономнческнй коэффициент можно прннять равним S  
(Цт.х-0,4 ч-1)?

10. При какой константе скорости гибелн клеток критернй стернлизацн 
равний 10, может бить достнгнут за 1 ч? Прн какой температуре тот ' Я  
результат может бнть достигнут за 30 мнн, если в предндушем случае Ш  
пользовалась температура 120°С?

Г л а в а  8. КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПИСАНИЕ ГЛУБИННОГО 
КУЛЬТИВИРОВАНИЯ В ИДЕАЛЬНЬ1Х АППАРАТАХ

Глубинное культивирование микроорганизмов может прв 
водиться в периоднческом либо в иепрернвиом режиме. В пеи 
вом случае нспользуют аппаратм с механическим или иннм TW 
пом перемешиваиия. Это позволяет устранить гр а д н е н тн  т е Ш  
пературь! и концентраций субстратов н клеток по объеШ 
аппарата, т. е. создать условия, приближаюшиеся к та к о вй в  
в ндеальном периодическом биореакторе. При н е п р е р н в н » *  
глубинном культивировании возможно использование аппарШ
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„сушествляюших рсжим вмтесненпя (для тубулярних 
К . Г У Р ) .  прнблнжаютнхся к биореактору идеального вмтес- 
кУ В нем концентрацни субстратов и клеток изменяются

• I10 длине, но не по радиусу аппарата, а обратное пере- 
т(’ ^цваиие в потоке полностью исключено.
>u Цаибольший практический интерес представляет непрермв- 

культивирование в биореакторе полного смешения. Жндкая 
в нем интенсивно перемешивается, постоянно подаются н 

К ц о д я тс я  жидкостнме потоки, что позволяет поддержнвать ра- 
K iii i i  объем жидкой фазм в аппарате постоянннм во времени. 
К и ж е  всего к аппаратам полного смешения биореакторм с 
IjnpepMBHMM вводом питательной средм и отводом культураль- 
noii оредм с клетками. Такой режим принято назмвать хемо- 
c t ; i t i u > im ,  причем постояннмй ввод клеток не обязателен, по- 
скольку B начальном периоде в аппарате производят периодн- 
ческое культивирование и лишь затем включают подачу жнд- 
k0i фазм с клетками или без них.
Г в практике мнкробиологических производств нашли приме- 

н0ние установки, работаюшие по так назмваемому отъемно- 
доливному способу. При достнжении концентрации биомассм 
(или по истечении заданного времени) определенную долю со- 
держимого бнореактора сливают и подают такой же объем 
свсжсй пнтательной средм. Лабораторнмм варнантом этого 
меюда является турбидостатное культивированне, когда при 
достиженин некоторой концентрацни клеток автоматическн 
включается подача свежей средм и слив содержнмого биореак- 
тора. Ирн достнженни заданного мнннмального значения кон- 
центрацнн клеток подача средм автоматически вмключается 
и парашивание бномассм протекает некоторое время в перно- 
ди еских условиях. При достаточно малмх пределах изменення 
коицентрации клеток от максимума к минимуму турбидостат 
приближается к аппарату полного смешения. Однако ввиду 
сл жности автоматического управлення этот метод нашел лишь 
Ра^ораторное применение.

Целью количественного описания процессов культнвирова- 
“ ии в бнореакторах являются расчет и оптимизацня произво- 
Дительности аппарата в заданнмх условнях, а также определе- 
" Ht необходимого объема аппаратурм. Обшепрннятмм методом 
Р*шення такнх задач является предварительнмй расчет в пред- 
! 0 |оженни, что ферментатор моделируется одннм из идеальнмх 
Р ()|Накторов. Затем учнтмвается неидеальность конкретного 
Р^ореактОра на основании исследования гидродинамнки, тепло- 
Р  4;icconepenoca в реальном аппарате. Ннже рассмотрена лншь 

ервая часть решения задачи, поскольку расчетн реальннх
'Реакторов детально рассмотренн в монографиях по теорни 

|  'ических и биохимических реакторов.
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§ 8.1. Глубинное культивирование в идеальном 
периодическом биореакторе

Пдсальний пернодический реактор объема V обеспечивал* 
полное смешение всех вешеств, в том числе и клеток, по объГ 
mv н отсутствие градиента температур, т. е. dlXJ/efVa-g' 
d[Si\/dV=0, dT/dV=0. Для подсчета количества биомассц’ 
получаюшейся в таком аппарате за определенное время, а тяД* 
же расхода всех элементов питательной среди нспользуХ 
диффсренцнальное уравненне материального баланса:

dM x = rxVdx, (8 *
dMSi = rSlVdx, (8 .2)

где гх и rst — скоростн образования биомасси и расходоват 
субстратов — определяют как количество биомасси клеток Л|£ 
образуюшейся в единице объема аппарата в еднннцу временн,’ 
или колнчество молей (или граммов) субстрата данного виЖ 
M$t, расходуюшееся в еднннце объема культуральной средн 1  
единицу времени.

Количество биомасси можно виражать числом клеток дая* 
ного вида либо через массу абсолютно сухого вешества^^В 
АСБ).

Скоростн расходования всех компонентов питания S /  свя- 
занм стехиометрическим уравненнем (см. главу 5), причем 
если за лнмитируюший субстрат принять источник углеродЗ 
Sc, расход всех компонентов будет определяться соотношением

— rs„ — —  rs — . . .  (8.3МVc с Vj i 4 j
Соотношенне скоростей расходовання лнмитируюшего су(ш 

страта и накопления биомасси определяется экономическим ко-
эффнциентом Y = — ^ -х- , поскольку из виражения (4.3)

sc

d M x _ r . dMsc _X* 1/ Ат SP*V di  A’ V d j  

ГХ=  ~ Y rsc-

Знак «минус» показивает, что скорость накоплення биомас^ 
cu положительна (гх>0 ), а скоростн расходовання всех с у Ч  
стратов отрнцательни (rs< < 0 ).

216



pipii постоянном объеме средн V уравнение (8.1) позволяет 
1 )13ссти ннтегрирование
П' t  « X  I X ]Р /• А  JLf— /• rl I Y 1

(8.5)
X [X]

L  о.тьзуя очевидное равенство [Х ]= М х/У. Аиалогичное ннте- 
Чр фование уравнения (8.2) дает

А/Х.О IX ]. 'X

Mg1 dM [S , ]

M Sj o [в4].

d \ S,1 (8.6)

У р а в н е н и я  (8.5) и (8 .6 ) связнвают продолжительность 
культивирования с накоплением биомасси и расходованием ли- 
iii ируювдего субстрата:

is(][X]
J dlx l _  J <nst|

[X ] .  Гх is.
(8.7)

[s,].

Эю уравнеиие аналогичио уравиениям для периодического про- 
mica в химическом реакторе, только величина т для микро- 
бн .югнческого синтеза представляет собой промежуток вре- 
Mi ни от начала развития культурн, т. е. с момента окончания 
Ла фазм, когда появляется возможность определить внраже- 
HitL- для скорости rx или rSc. Пнтегрирование правой части 
уртнення (8.7) возможно, если соответствуюшне скорости бу- 
Д\ представленн как функции гх = ф! ( [ X ] ) и fsc^q^UScJ) .  
Т. к, для простейшего случая гх = ц[Х], тогда

ix] [X]
f -4 |*[= ±  f d i n i x i - U - m .  

A .  - ,x| "  ixi. 11 |X|"
т. e. (Х] = 1Х]0 ехр(цт),

(8.8) 

(8.9)

РТо соответствует экспоненциальной модели роста.
Пспользование уравиения Моио дает более сложную форму 

)авон части уравнения (8.7) и приводит к следукмцему внра-
Рнию:

tx 1 d[Xl
|S1[X]. MmaxlX] +

кУДа c учетом равенства [X J — [Х ] 0 = Y ( [S ]o— [S ] ) ,  позво-
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ляюшего виразнть [S ] через [X ] и [X ] шах — [Х]о + Y [ S ] 0, \
YA'S , Y  (S)o . I .  , YA's \ ,  IX ] j

Mmax^- [X)mai 1П|Х ]гаах — [ Х ] + ( 1 ' Ь [X ]max ) 1П |X ]0 * & Л

Уравнення (8 .8 ) и (8.10) дают возможность подсчитать вр*. 
мя, которое необходимо для накопления в ферментаторе onpl 
деленной концентрацнн бномасси в том случае, если не прЖ 
нзойдет смень! лимнтируюшего субстрата. Это может привесХ 
к изменению ц, цтах и Ks  в ходе ферментации. Указанние з » . 
внсимости удобно использовать для расчета пронзводнтельнА 
ти ндеального периоднческого биореактора по биомассе и н*. 
хождения оптнмальних значений этой величинн.

Производительность ферментатора по биомассе определя А  
как прирост масси клеток в единице объема за единицу вре. 
менн в среднем по всей операцни, т. е.

„  М х - М х . , _  [X I — [XI. /01J  
х — 14---------i--- • (8-!1)

Для периодического процесса производительность равна сред- 
ней скорости прироста биомассн. Мгновенная скорость рост* 
культури гх как функция от [X ] н [S ] определяет возмож- 
ность оптимизации пернодического биореактора по времени. 
Однако для этого нельзя использовать виражение (8.9), со* 
гласно которому скорость накопления неограниченно растет 
с ростом [X], т. е. производительность аппарата не нмеет оп- 
тимума по времени, а должна бнла 6 u непрернвно возрастать 
в ходе процесса.

Ранее отмечалось, что при малих концентрациях субстрата 
зависнмость скорости прироста биомассм от времени определя- 
ется уравнением Моно и интегральньш виражением (8.10), ко- 
торое и можно использовать для оптнмизацин (рнс. 8.1). По- 
иск оптимума Gx по т требует приравнивания нулю производ* 
ной dGx/dт. Согласно уравненню (8.11)

dGx _  1 d [X | [X ]- [X ]«  
di  т di  т2

0, (8.12)

тогда в точке экстремума
dGx
dx ~ dx^ - - 0 — < H

т. е.
YA's [ X гпт — 1 х lo | / , YAs \ [ X ]опт — | X lo___

[X )max [Х ]шах — |Х]опт ' 1Х]гаах/ |Х ]0ПТ

- YAs , YS. / YAS X j [X]°°L (8.14)
[X ] raax [ Х Ц . - 1 Х Г 1  l ‘ lX ] raax / [X)o • V



|>< I
rll' л

ц а практике время опера- 
(пачительно превишает оп-

СПг/л Б,г/(лч)

ibiioe время активного рос- 
т" лльтурм, которое можно 
та : подставляя Хопт из (8.14) 
й кинетическое уравнение 
П ,о). Действительно, при пе- 

И (,1Ической ферментации про- 
И .|>кительность операции т0сш 

. п.1вается нз времени сте- 
рИ ш а ц и н  Тс, загрузкн Тз, про- 
•о: i/кительности лаг-фазн тл, 
Егншюго роста т и внгрузкн
т>, т- е-
■  ТоСШ =  т с +  т з +  ТЛ +  Т +  ТВ-

Рис. 8.1. Графическая нитерпретация 
оптимального накопления бномасси 
в периоднческой культуре

Очевидно, истинная производительность аппарата 
r  1Х1-|*)о

Т0б|ц

одпако эта величина также окажется наибольшен при дости- 
жсчин |Х]опт. Тем не менее такои подход к оптимизации про- 
цесса биосинтеза — далеко не единственннй и не во всех слу- 
чаях оправдан. Оптимизируя производнтельность биореактора 
по биомассе, нельзя забнвать н о расходе субстрата, которнй 
прн достижении [ X Jопт будет нзрасходован не полностью. Это 
мокст отразиться на экономнке процесса, если субстрат дорог, 
дкфицитеи и трудно регенерируется; решенне вообше непри- 
ем.юмо, если био.масса не должна содержать остаточного суб- 
СТ| ата , как это обусловливается, напрнмер, требованнямн к 
ка юству белка одноклеточннх, растуших на н-алканах. В по- 
слсднем случае приходится вводить стадию «дозревання», т. е. 
*bi к рживать клетки некоторое время по завершении активно- 
ro |'"ста для более полной утилизацин нмн запасенного 

И б с 1рата.

$ в-2. Культивирование микроорганизмов в проточном 
*Пп<'рате идеального вмтеснения

Н  11спользование непрернвно действуюших (проточннх) ап- 
•ратов для культивирования микроорганизмов нмеет целнй 
Р л ирснмушеств перед периодическимн процессамн. Как бнло 
' iaiio ранее, открнтне системн, к которнм относятся про- 

|( 1 ijc бнореакторн, в силу особнх свойств приходят в стацно- 
11,00 состояние, когда все параметрн системн, в том числе 

0с ""ннтрации всех компоиентов средн, включая клеткн, 
f  потся неизменннми во времени. Это резко упрошает управ-
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wP' } f  I w„
w 0M t '  у  ; шқ,т к

Рис. 8.2. Схема аппарата илеаль* 
ного вмтесиеиия, используемого 
для культивирования мнкроорга- 
низмов

ленне работой ферментацнонного оборудовання, автоматизацию 
процесса и обеспечивает стабнльную работу всех последуюшиҳ 
стаднй.

На вход непрермвно действуюших ферментаторов подается 
постояннмй поток жидкости со скоростью W0 [в л/с илв 
м3/ч], содержаший субстрати и клетки в концентрацияҳ 
[S , ] 0 и [Х ]0. Таким образом, в единицу времени в аппарат 
поступают потоки субстрата (в г/с, моль/с, кг/ч):

^e,. e - I S ^ o  (8 .1 5 )

и клеток (в г/с, кг/ч):
^ х . о  =  [ Х ] 01 Ғ 0. (8 .1 6 1

При рабочем объеме аппарата по жидкой фазе V (в л | 
м3) время пребмвания в бнореакторе (по терминологни, приня! 
той в мнкробиологии, синонимм: время замешения илн удержа! 
ния) определяется как т = V/Wo (в л-с/л), а обратная величина^ 
W0/V=D [в с-1, ч-1] назмвается скоростью разбавления и яв-| 
ляется синонимом прнведенной объемной скоростн, принятой в 
теорин химическнх реакторов.

Расчет процесса накопления биомассм в аппаратах идеаль-] 
ного вмтеснения (рост тубулярной культурм) основан на диф4 
ференцнальном матернальном балансе для элемента dV объсв 
ма биореактора (рнс. 8 .2 ):

dFx = rx dV, (8.17)
откуда :

dV = dFx/rx. (8.18)1
После интегрирования

v ғ\
J dV = V=  J  (8 .1 9 ) j

и ғх.о
Для микробнологических процессов изменение объема жидЯ 

кой фазм в аппарате нехарактерно, т. е. IFo^const, тогда ]
ғх ix)k ]

v =  S = l  (8-20Ч
'х.о ' lxJ*
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иначе

- f c - T - J i l g L .  (8 .2 „
[X ] ,

где [Х ]к — концентрацня клеток на виходе нз аппарата.
В экспоненцнальной фазе роста гх = и [Х ], в этом случае 

уравненне (8 .2 1 ) можно проинтегрировать

х “ т 1п т е = т -  <8-22>
т.е. |Х]К = [Х ]0 е.\р(цт) = [Х ]0 ехр(ц//>). (8.23)

Уравнения (8.22) и (8.23) не отличаются по форме от вн- 
раженнй (8 .8 ) н (8.9), полученннх ранее для периодического 
культивнрования. Однако т=1 /D в этом случае нмеет смнсл 
длительности пребивання в аппарате нли обратной величини 
скорости разбавления, а не абсолютной продолжительностн 
протекания процесса, как это характерно для периодического 
режима. Использование более точного уравнення Моно при 
интегрировании уравнения (8 .2 1 ) приводит к внражению, так- 
же аналогичному (8 .1 0 ), которое бнло получено ранее:

<8 ' 2<>

Для тубулярннх культур нахождение т нли D, которне 
следует нспользовать в уравнениях (8.22) и (8.24), евде более 
сложно, чем в периоднческнх процессах роста. Крайне трудно 
зафнксировать окончанне лаг-фази н иачало роста, поскольку 
все фазн роста происходят в потоке. Расстояние от начала 
трубкн, которая представляет собой реализацию аппарата иде- 
ального внтеснения, однозначно связано с длительностью пре- 
бнвания в бнореакторе, а экспериментальное определенне се- 
чения, в котором начинается размножение клеток, представля- 
ет собой трудную задачу.

Еслн объем бнореактора, в котором происходит рост, нзвес- 
тен, т. е. известнн т и D, пронзводительность аппарата может 
бнть найдена по формуле

Gx = |X|lt7 [X|° = D  ([Х]к — ]Х|0) ,

i с учетом внраження (8.24)
f ______________________ Ишах (I^ Ik  — |ХЦ)___________________ /q ос\

Х ~  ( 1 + . ^ s . \ ln IX k  + . ln Y(S1. » l*-® )
V ^ lM ra a x l  [X JT ^  [X W U  [X ]max — [Х ]к



Оптимнзацня Gx можст бнть проведена прнравннванис 
нулю производной dGx/d[X J K, поскольку уравненне (8.25) пред- 
ставляст собой явную функцию Gx от [X JK. Такой вариант оп- 
тимизации приводит к равенству [после днфференцирования 
виражения (8.25)]:

( ‘ + w £ >

IxiS YA'S
( X  lo IX  )max ln • Y |S],

|Х)П
|Х ]қПТ — IX  )o 

|Х1шах
I [X)m. 
I V

max As YA'S (8 .20)

Из уравнсния (8.26), аналогичного (8.14), можно найти оп- 
тимальное значение концентрацин клеток на внходе [Х ]к° 
а после подстановкн в (8.25) и (8.24) рассчитать оптимальнне 
величини производительности GxonT и скорости разбавлення
^опт.

К приведенному ньппе варианту оптимизации относится все, 
что било сказано ранее по поводу оптпмнзацин периодической 
ферментацни.

§ 8.3. Культивирование микроорганизмов в проточном 
аппарате полного смешения. Хемостатнме культурм

Аппаратм полного смешения непреривного действня для 
получення биомасси широко используют не только в лабора- 
торнях, но и в промншленности. Основнне причинн популяр- 
ности этого тнпа ферментаторов — простота конструкцин, ле 
кость поддержання заданного режима и возможность длительно- 
го непрернвного культивнровання. Рост микроорганизмов в 
таких бнореакторах имеет ряд особенностей. В частности, зако- 
номерности хемостатного процесса, как принято назнвать этот 
тип ферментацнн, частично не совпадают с законами протека- 
ния химнческих реакций в реакторах полного с.мешения.

Как и в любой открнтой системе, стационарнне концентра- 
ции клеток и всех вешеств в культуральной среде устанавлива- 
ются после некоторого начального периода и теоретическн мо- 
гут сушествовать на стационарном уровне неопределенно дол- 
го, пока внешние условия сохраняются постоянннми. Это озна- 
чает, что стационарнне концентрации клеток [X] и субстратов 
[S,] связанн с соответствуюшимн концентрациями во входном 
потоке [Х]о н [ S ] 0 уравнениямн материального баланса

(8.27^

(8.28)
^гх +  Иг0 [X lo — W  [X I = 0; 

Wo [S]0 -  И7о [S] -  V 4 r  rx = 0.
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Если виразить скорость прироста биомасси rx по урависнию
д\оно, то

rx = ц [X] = цт а 1  [X] ;AS + [S]

Ғ ^т.х 1̂ 1 + W °  [ X I , -  IX ] - 0 . (8.29)AS+]S]
Деля уравненне (8.29) на объем ферментатора V и учити- 

вая, что Wo/V=D, получнм

Мшах т г х - г IX ]  = p [X ] = Z)( [X I- [X],). (8.30) 
a s +[S[

Это виражение является основним кинетическим уравнени- 
ем процесса ферментацни в режнме хемостата, причем в обвдем 
случае [Х]о¥=0, т. е. входяший поток может содержать некото- 
рое колнчество клеток. В соответствии с уравнением (8.30) экс- 
периментально било найдено, что подача клеток на вход в ап- 
парат не обязательна, т. е. хемостат может работать и без 
подпитки свежей культурой, когда [Х]о = 0. Эксплуатация та- 
кого биореактора, которий принято називать отдельно работа- 
юшим хемостатом, начинается с периоднческого культивирова- 
ния некоторой засевной дози (инокулята). После перехода куль- 
тури в экспоненциальную фазу включают непреривную подачу 
питательнон среди со скоростью [в л/с или м3/ч]. Для такого 
режнма в стацнонарном состоянии уравнение (8.30) приобре- 
тает вид:

И [X] = D  [Х]
пли \i =  D, (8.31)

которий часто називают законом хемостата. Смисл вираже- 
ния (8.31) заключается в том, что прн стационарной эксплуа- 
тации хемостата удельная скорость роста культури устанавли- 
вается равной скоростн разбавлення D, которая задана подбо- 
ром параметров V и Wq. Сушествование равенства (8.31) воз- 
можно потому, что ц есть функция стационарной концентрацнн 
субстрата. Она принимает значение, определяемое свойствамн 
К у Л Ь Т у р и ,  Т. е. константами Pmax и Ks уравнення Моно

откуда
Mmax A's + [S]

]S] = K s ° _ д- . (8.32)
И т а х —  u
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Уравнсннс (8.32) не включает стационарной концентп» Д  
клеток, последняя может бить рассчитана только на oci 
нин известиого экономического коэффицнента (при [Х ]0= .Яг

Y  [XI
[S ),- [S ] ’

|Х 1 = Y (ISk-  ISI) -  Y ( |S|0— . (S 33)

Из уравнения (8.32) следует одна важная особенность хецп. 
стата, прннцнпнально отличаютая ero от хнмического реактора 
полного смешения. Действнтельно, концентрацня субстрата [gi 
не может бнть отрнцательной, поэтому знаменатель правой ча- 
сти уравнения должен бнть положительннм, т. е. £><цтм 
Можно показать, однако, что сушествует еше более жесткое 
ограннчение для задаваемой экспериментатором величннн ско- 
рости разбавлення D. При заданной начальной концентрации 
лимнтируюшего субстрата [S |0 удельная скорость роста k  
а значнт, и D, согласно (8.31), не может превзойти величинн’ 
определяемой уравнением Моно:

|A'sV lS )e *
Правая часть двойного неравенства (8.34) определяет так 

назнваемую крнтнческую скорость разбавления DKP, которая 
соответствует случаю, когда концентрацни субстрата на входе 
в аппарат н внходе из него совпадают. Это происходит потому, 
что в условнях, когда задана слишком большая скорость раз- 
бавления, время пребнвания клеток в аппарате т=1 /D стано- 
вится меньше времени удвоения, т. е. клеткн не успевают де- 
лнться и внмнваются нз биореактора. Отметим, что такое же 
явленне будет наблюдаться для случая [Х]о=7̂ 0 , поскольку в 
этнх условнях при D > D KP клетки также не успеют разделиться 
за время пребнвания в аппарате и стационарное [X J будет рав- 
но [Х]о, т. к. в уравненни (8.27) rx окажется равной нулю. Как 
известно, химические реакции в аппаратах смешення п р о те к а ю т  
на некоторую глубину прн любом, самом малом времени пре- 
бнвания, т. е. любой конечной скорости подачн ITo.

Завнснмость стационарннх концентраций клеток н субстра-  
та в хемостате от скоростн разбавлення при D<DKP п ри вед ен а 
на рис. 8.3. Из рисунка видно, что вблнзн DKP режим работй 
хемостата делается_|1еустойчивнм (велнки абсолютнне значе- 
ния производннх d[\\/dD и d[S]/dD), т. е. сам метод исследо- 
вання становнтся неэффектнвннм. Обнчно в этих случаях пеРе1 
ходят к нспользованию турбндостата, где ннкаких ограниченйЯ 
по [X ] и [S ] не сушествует.
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Рис. 8.3. Влияние скорости разбавле- 
ния D на стационарние концентрации 
биомасси и субстрата в отдельно ра- 
ботаюшем хемостате

15Яжнь1М эксперименталь-
J  v ‘рсзультатом, неоднократ- 
&  ^гвержденним в хемостат- 

f"0, режиме, является взаимо- 
стационарних концентра- 

сР клеток и субстрата ,по урав- 
» . .  :|Ю .W oho. Собственно, н 
E v о Г̂О уравнение впервие по- 
ж .чМло подтвержденне н стало 
К ,  лярним после проверки его 
Ечем остатном  культивнрова- 
К,;, 11апомним, что применение 
К '  ,: зависимости прн перноди- 
К сК()М культнвировании за- 
l̂ p IHCHO в силу ряда рассмот- 
[p e iiH U X  више причин. Чрезви- 
la i i i io  удобним оказался хемо-
Ci riibiH метод н для виявления влияния стимуляторов н ингиби- 
t<i; iii роста. Введение любой добавки во входяший поток визи- 
| a c r  повишение нли понижение [X ], что может бить только 
i,ii дствием роста нлн падення удельной скарости ц. Крайне 

Ьр. сто виявить в хемостате лнмнтируюшнй субстрат, т. к. увели- 
чепме концентрации именно этого вешества в питанин отразится 
п жительно на росте клеток, т. е. на величине [X ]. Остальние 
комноненть! не окажут влияния на ц и [X], если онн не лимити- 
р io t  рост и не являются стимуляторами или ннгнбиторамн.

11рои:*воднтельность отдельно работаюшего хемостата по 
Ьиимассе определяется как число клеток, образуюшихся в едн- 
Himy времени в едннице объема биореактора:

Gx =  ̂  = D  [X] = D Y  ( 1S],~ ) • (8-35>
11роизводнтельность G\ меняется в зависимости от скоростн 

>и оавления D. Можно найти скорость протока (т. е. время пре- 
5'иання), прн которой производительность по бномассе будет 
Хг спмальна. В точке оптнмума dG\/dD = 0, следовательно, не- 
Dl > u im o  дифференцнровать правую часть (8.35) по D н ре- 
Ul 'n. полученное уравнение относительно Z)onт. Эта величнна 
Dl п.1вается равной

Dom = Ишах ( 1 — У  (S]0+Ks ) * (8.36)
11одстановкой D„nr в соответствуюшне уравнения получаем

[SJonT — A's -|1шах — ̂ >опт
lonr = Y  ([SJ, -  IS U t) = Y  ([Slo + K s) -  Y  V * s  ( [% + * * )  (8-38)

I - i1149 22;



G°xm = DonT 1Х|опх = Y Minax (V lS\0 +  K a -  V r s)\  (8.39)
Еслн ферментаюр полного смешення работает в каскаде ап- 

паратов, то во входном потоке могут содержаться клеткн в коц- 
центрации [XJo, появнвшнеся на предидуших стадиях. В этом 
случае уравненне материального баланса по бномассе (8.27) 
после подстановки гх = ц [Х ] = (nm»x[Sj)/(/Cs+ [S j )  прнобретает 
внд

и, наконец,

rx  +  ̂ - [ X ] 0 — ^ [ Х ] = 0 ;  

| i [X ]  +  D ( | X ]0- [ X ] )  =  0,
(8.40)

или Hmax - |S| + D ( {X l„-  [X]) = 0. (8.41)
Ks +  [SJ

Виражая велнчнну D  из этих уравненнй, получим

=  - JiL- - J & — . (8.42,
[X ] — [Х )„ Гтах  A S +  [S| (X I — [X ]e 4

Правая часть уравнения (8.42) содержнт две взаимосвязан- 
Hbie переменние [S] и [X], причем ((X] = [X]0+ Y ([S ]0—[S]) 
Подстановка этой формуль и преобразования приводят к квад- 
ратному уравнению

IS]2 (HmaxY -  D Y ) +  [Si (D Y  [Sl0 -  D Y K S -  D  [X ]0 -
-  MmaxY [S]0) + D K S (Y [SJ0 -  [X]0) = 0, (8.43)

которое является расчетним для нахождения стационарной кон- 
центрации субстрата при заданних зиачениях D  и [Х ]0.

По найденной величине [S ] находят [X ] с использованием 
известного значения экономического коэффициента.

Производительность хемостата с подачей биомасси на вход 
определяется приростом клеток ( [X J  — [X J0) за время преби- 
вания т= 1 /D, т. е.

G \ =  1Х|~ 1Х|° = Z ? ([X ]- [X ]0). (8.44)

С учетом виражения (8.42) равенство (8.44) прнводит к 
следуюшему уравненню, где [X ]max= [X J0+ Y[SJo ,

q  .- i i iY l  ц 1§ИХ 1 - „  |Sl([X lmax- Y [S ‘l) 0 ,, ^ 1 1 Итах Мтах ----. (8.45)

Оптимизация функции (8.45) может бить легко проведена 
дифференцированием ее правой частн по [S j и приравниванием

\
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Ьронзводной нулю. Известно, что прн макснмуме пронзводи- 
«едьности все параметри процесса, в том числе н стацнонарнме 
цонцентрацнн биомасси, субстрата, продуктов и пр., будут оп- 
тцмальними. Указанние преобразования приводят к квадрат- 
ному уравнению

IS]J„T + 2Ks [SlonT -  = 0

ВОтбрасивая отрицательиий корень этого уравнеиия, полу- 
чаем формулу для расчета оптнмальной концентрации субст- 
рата в аппарате

[Slonr =\/r Ka (K s + ) - K s, (8.46)

откуда
IXJoiit — (Xl0+ Y ([Slo — [S]0IIT) =

= IXJo + Y ( [S]0 + Ks -  /  A's ( Ks + ). (8.47)

I  Дальнейший расчет по известннм формулам позволяет най- 
ти остальнне параметрн, отвечаюшне максимальной произво- 
днтельности по бномассе:

| и . » , = - и . . «  ( * - 1  — K|  -: V  (*•« )+ [̂ 1опт  ̂ y  as+ )

£) __ Иопт [-^loilT __________Мопт{|^1о +  ̂  (l^lo [S |o „t ))_______

[Х]о„т-[Х|. ~ Y | | S Jf+ Jr8_ | / * s (tfs+ l- ^ p ) }

j C учетом виражения (8.42) максимальная производнтель- 
носгь хемостата, работаюшего с подачей биомассш на вход ап- 
парата, определяется простнм внражением

С Г  = Donr ([X]onT -  [Xlo) = Цо„т [ X W  (8.50)
[ Входяшне сюда величинн находят по уравненням (8.48) и 

<8.401.
I  Хемостат может оказаться последним нз аппаратов каскада 

и использоваться как «дозреватель». Ero задачей оказнвается 
Не максимальннй прирост биомассн, а наиболее полная утили- 
зацня субстрата, в том числе субстрата, занесенного клетками 
8 Ходе роста на предндуших стадиях. Понятно, что в этом слу- 
чае требуется внполннть условие [S ]—>-0 и учесть соответству- 
•ошие параметрн процесса, прежде всего время пребнвания т.
15* 227



W„
w 0 1 1

<Рермен~
mamop

V ц Cena- W

L J CXJf/ Ц pamop c x ],m

В промь!шленнь1х пр0ЦвсД  
непрернвного произв0£??* 

чнну
СВе>кУю ^ ебо ^

Рис. 8.4. Схема отдельно работаюше- 
го хемостата с рецнклом сгушенной 
бномасси нлн осветленной жндкостн

белка одноклеточних 
культуру часто подают 
шим-и дозамн непреривно — 
периоднчески. Это меропрня^ 1 
призвано поддержать акт2 * 
ность основнои культури и с2
зить коицеитрацию .посторонв.й
микрофлорн в ходе неасептц' 
ческон ферментацни. Қак npa 
вило, вводнмне при этом д Х ) 

культурн столь ненелнкн, что могут не учитнваться при расче- 
тах. где условно прннимается [Х]о = 0.

Пнтересннм варнантом хемостатного культивировання мик- 
роорганизмов является использование блоков «биореактор— 
сепаратор», позволяюших осушествлять рецикл потоков освет- 
леннон жидкостн, где [X2]<[X|J, нли сгушеннон биомасси, для 
которой [X 2J> | X i J .  Рассмотрим простейшую установку такого 
рода (рнс. 8.4), в которой отдельно работаюший хемостат 
( [X  ]о = 0 ) сочетается с сепарируюшим устройством, частично 
возврашаюшим поток жидкости в ферментатор. При объемной 
скорости подачн питания в хемостат U?0 и скорости вихода жнд- 
кой фазн из системн W объемнне скоростн внутренних потоков 
(внходяшего нз хемостата W;i и возврашаемого в него flPf) 
связанн очевндними соотношениямн:

\V0= W W ^ W 0
Работу сепарнруюшего устройства характернзуют кратность 

деления потока жидкости — кратность реципкуляции a= W ilW m  
= W2/W0 н степень сепарацни 6= [X2J/[X]J. Последняя опреде- 
ляет, какой поток — осветленная жндкость или сгушенная бнО* 
масса — возврашается в аппарат в качестве внутреннего ре* 
цнкла. В зависимости от настройки сепаратора кратность р*- 
цнркуляцин а может бнть практнческн любой положительнот 
велпчнной, т. е. сушествует едннственное ограниченне fl^O. 
Степепь сепарации b также всегда положительна, причем nrtj 
рецикле осветленной жидкостн b< 1, а при возврате сгушенно* 
биомассн b> 1.

Д\атериальннй баланс ферментатора, находяшегося в сост» 
ве установки с рециклом, с учетом обозначеннй, п р и н я т и х  
рнс. 8.4, нмеет вид

W2 [ Х 2] +  V rx — [X , ]  =  0.
Поскольку Гх = ц [Х |], то

Wt [^г] +  Уц [Xj] — W , [X,] = 0 (8-5f
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L далее

[Зьфажая через кратность рециркуляции W 2 = aW  и W\ =
\\ -\-aW= (1+я) W, а через степень сепарации [X 2J= b [X i] ,  

^собразуем внражение (8.52):
ў  aWb |Х,|

1 11 (l +  f l )»V-Vn ’

1тКуда после сократения
(\ +  a )W - V \ i  = abW 

рлн (I + а  — ab) W  = V\l 
„ деля на V, окончательно получим

(1 + а — ab) D =  ц. (8.53)
Виражение в скобках принято назмвать фактором рецирку- 

ляции « = 1+ а—ab, скорость разбавлення D = W IV = W 0/V име- 
е в этом случае условний характер. Она не связана с факти- 
ческим временем пребивания в ферментаторе т, а соответству- 
er гой величине т уСл, которая бнла 6 u  в отсутствие рецикла в 
отдельно работаюшем хемостате объема V с подачен Ûo- Такнм 
ооразом, введенне рецикла изменяет основное уравнение от- 
дс ibiio работаюшего хемостата (8.31) на величнну коэффнци- 
ента и

H = uD. (8.54)
Это означает, что н в остальних завнсимостях, описнваюших 

хсмостатное культивирование с рецнклом, соответствуюшне вн- 
|>1>кения, полученние ранее для хемостата без подачн бномас- 
ei,i, будут видонзменяться введеннем фактора рециркуляции, на- 

■ прммер нз уравнення (8.32):

‘8-м »
Концентрация субстрата [S tJ (см. рис. 8.4) в потоке, внхо- 

ятем из ферментатора с рециклом, не изменяется при после- 
Дуюшей сепарации, т. е. [S] = [S i]= [S 2J. Концентрация клеток
111 внходе нз установкн [X J определяется разностью начальной 
и конечноЙ концентраций субстрата [X ] = Y ([S ]0—[S i]). Произ- 
h 1 дительность комплекса биореактор — сепаратор по биомассе 
!ожет бнть рассчитана по формуле

C S  =  D 1X1 =  C Y  ( ( S J 0 -  A :s ) .  (8 .5 6 )

[ Xtl — I (8.52)
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Дифференцируя уравнение (8.56) по D н npHpannu« J 
dGx/dD = 0 находим ПаЧ

П __ _{Нпях_ / I _i  /" К* \ио п т-  и [ \  [S ]e+ATs Г  (8.57)

Эта величииа отличается от полученной ранее по уравненим. 
(8.36) для хемостата без рецикла только фактором рецирк^Я 
ции и в знаменателе. Расчет оптнмальннх значении [S iJ ц 
показивает, что ‘ *

И .„ПХ , .  =  (85S>
IXJonr == Y([S]0 — |S,]onT) =  Y ([S]0 +  K s) — Y l//C s(tfs+lS]0). (8.59)

Производительиость по биомассе для хемостата с рециклоц 
в оптнмальном режиме

G T  = DonT ]Х]0ПТ = Y (V ATs-hlS]0— J/ ^ )1 (8.1Ю)

отличается от аналогичной велнчини в отсутствне рецикла. Это 
разлнчие определяется значением фактора рецнркуляции и т  
= 1 -\-a—ab, стояшим в знаменателе виражения (8.60). Таким 
образом, введенне рецикла жидкости в отдельно работаюшец 
хемостате путем сочетания его с сепаратором изменяет произ- 
воднтельность хемостата в 1/u раз. В завнсимости от конкрет- 
ной велнчини параметра и результати могут бить прямо про- 
тнвоположнимн.

Значенне u > l достигается, если ab<a, т. е. 1. Это соот- 
ветствует соотношению [X 2J < [X i J , когда на рецикл возвраша- 
ется осветленная жидкость. Таким образом, этот тип рецирку- 
ляции снижает производительность ферментатора полного сме- 
шення. Обратний результат получается при «< 1, что можег 
бить прн ab>a  илн b> l, м< 1  достигается прн [Xv]> [XiJ, 
т. е. в том случае, когда рецнкл содержит сгушенную биомассу.

Эти результати показивают, что от способа подключения 
сепаратора завнсит производнтельность установкн в целом. 
С точкн зрення производства бномасси эффектнвним является 
возврашение части клеток в небольшом объеме жидкости (пос- 5 
ле сгушення потока, виходяшего нз ферментатора) в биореак- 
тор, т. е. обеспеченне условия м<1. Недостатком такого спосо- 
ба ннтенсификацни процесса культивирования оказивается, 
однако, то, что возврат сгушеннон биомасси приводит к много- 
кратной циркуляции одних п тех же клеток внутри системи 
ферментатор — сепаратор. Это визивает увеличение ср ед н его  
возраста культури в биореакторе и, как следствие, снижение ее 
активностн, в частностн паденне константи Цта*. Особенно не- 
желательним может оказаться при и< 1  не столько с н и ж е н и в
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r ;! компенсируется отмнраннем и лизнсом части клеток, при- 
1 ^;1тими обично к стнмулированню роста популяции, сколько 

1()*ность заражения культури в ферментаторе посторонней 
рофлорой. Прн многократном рецнкле она получает благо- 

иятние условня для размноження, поскольку производство 
*[!аСептическое.

реиикл осветленной жидкости, прнводятий к и >  1 и сниже- 
L|[K) производительности аппаратурн, тем не менее находит 
Крпменение в биотехнологии. Теоретнчески он может оказаться 
E ,, it Ч1П.1М для более полной утилнзации дорогих и дефнцитних 
ЕуГктратов, а на практике часть жидкости после сепарации

- u-roK возврашают в ферментатор, чтобн уменьшить поток во- 
L,,|, цдуший иа очистнне сооруження. К  сожалению, дополин- 
xtvibiiHM фактором, ограничиваюшим рецикл, оказнвается в 
jiom случае торможение продуктами, которне повторно попа- 
■;1ют в ферментатор с потоком осветленной жндкости. Ввиду 
и ложеиного внше хемостатн с рециклом не нашли широкого 
Шшменения, несмотря на то, что теоретическн они могут обеспе- 
4i i ь рост производительностн аппаратов без увеличення их

I оГл.ема.

§ 8.4. Культивирование отъемно-доливнмм способом
Одним из распространенннх варнантов осушествления про- 

uecca ферментацин является отъемно-доливной способ, которнй 
цожно назвать полунепрернвннм. По этому методу после про- 
ведения периодического культивнрования до достижения иеко- 
Ti-рон концентрацнн биомассн [Х ] к часть объема жидкости сли- 
вают из аппарата н направляют на переработку, а такой же 
объем свежей питательной средн вносят в аппарат и продол- 
жают процесс ферментации до накопления вновь той же конеч- 
л'м концентрацнн клеток. Циклн ферментация — слнв — долив 
Пчнторяют непрернвно, в результате через определеннне про- 
чежутки времени кажднй нз серин биореакторов дает опреде- 
Денную порцию продукта, а вся батарея практически непрернв- 
Но поставляет биомассу последуюшнм технологическим ста- 
Диям.

Прн расчете биореактора, работаюшего по отъемно-долнвно- 
“ У способу, задаются объемом жидкости в аппарате V [в л или 
м ) ’ и чаше всего конечной концентрацией биомассн [Х ]к. Ес- 
1̂11 °С'Ъем сливаемой жидкости обозначнть через Vc, а ее долю 
через р=  Vc/V. то после долнва свежей средн в аппарате уста- 
“ 'жцтся концентрация культурн

[X)„ = lX ]Ki ^  = [X]K( l- p ) .

.  имальной удельной скорости уи чч , --- r

231



Обозначая концентрацию лнмнтнруюшего субстрата в све- 
жей питательной среде [S J0, можно найти концентрацию субст- 
рата в начале каждого из циклов ферментации

[S]„ -  {|S]K (V -  Vc) +  |S]0VC) - L  =  ]S]K +  p  (]S]0 -  |S]K), (8 .6 1 )

где [ S JK — концентрация субстрата в конце цнкла фермента* 
ции.

Поскольку экономический коэффициент Y можно считатьпо- 
стоянним для всех циклов, то для первого цикла справедливо 
равенство [X JK— [X J0 = Y ( [ S J 0— [S ]K). Здесь [X ] 0 — концентра. 
ция инокулята, внесенного для иницннрования всего процесса;
В ходе каждого цикла текушие концентрации клеток [X ] и суб- 
страта [SJ связань) аналогичним соотношением [X J—[Х ]и=*1 
= Y ( [ S ]H— [S ] ) ,  а для цикла в целом

(Х]к — 1X1» = Y  (IS]H — IS]K).
Подставляя в это равенство виражения для [Х ]н н (8.61), 

получим
[Х]к -  (1 -  р) [Х ]к = Y  (JS]K + р [S ]0 -  р [S]K -  [S]K) 

нли после упрошения
[X]k = Y ( [ S ] 0- [S ]k ) .  (8.62)

Используя приведенную више связь [XJ и [S], получаем 
[S] [X]h + V|S)h- |X 1 ( l- p )Y ([S b - [S y - lX |  |

+ [S]K+ л (IS ]0 —[S]K)
или окончательно

[S] = Y|S|»y~Lx| . (8.6311

B каждом из циклов роста накопление биомасси виражает- 3 
ся дифференциальним уравнением, использованним ранее для 
описання периоднческого процесса, которое с учетом вираже- ’ 
ння (8.63) приводится к виду

«ПХ1 „  |S1 m  [X ] (Y |S]0 [X ]) o ,
dx A's +  [S] Y  (A'S +  [S10) - [ X ]  *

Его интегрирование в пределах от [Х ]н до [Х ]к, т. е. в те- 
чение цикла роста продолжнтельностью т, дает

W  1,1 Y ’ —  ( ж  +  М  ln <* — Р> = I W -  <8-«5> !
Виражение (8.65) описивает связь между продолжитель- 

ностью роста т в одном цикле и долей сливаемого объема р =
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=--VQ/V прн заданной конечной концентр;цин биомассн и наье- 
c t h u x  параметрах процесса. в том числе константах уравнения 
Л\оно для данной культури.

Реальная продолжнтельность тц ск.адивается нз времени 
слива продукта, добавления свежей пиительной среди и рос- 
та. Последняя величина, как правило, намного превосходнт 
остальние, так что можно считать, что продолжительность от- 
гельной операции прнближается к времени роста биомасси от 
1Х 1н до [Х)к т. е. тцжт. Производительюсть отдельного отъем- 
но-долнвного ферментатора в этом случзе может бить найдена 
по формуле

Gx = |Х|кГг »  (8 .6 6)
T Kl  т

или с учетом виражения (8.65)
п  MmaxP[SI«|Х|, ,q

Х ~ X s l n Y - $ 3 -(Ж,+|8Ц  ln ( , - р ) * }
■ l^ lo— 1л  1к |

Прн заданном значенин [Х |к произоднтельность аппарата 
оказивается функцней р, т. е. доли слтаемого в каждом цикле 
объема жндкости, поскольку начальнаяконцентрация субстрата 
обично определяется технологнческим! соображениямн (рас- 
творнмость, ннгнбируюшее действие и т. п.). Это позволяет по- 
ставить вопрос о подборе оптнмальногс значения р, обеспечнва- 
юшего макснмум производительностн, i t o  может бить сделано 
днфференцированием и приравниваием нулю производной 
dGx/dp. Если обозначить знаменател: уравнения (8.67) че- 
рез В, то

l*max [S U  I X I kB  — }lma i' l^lo |X )K X  
f /TsIX IkI , /fs-f|S),1 

d G *__  x \ Y tS ) ,- ( l- p H X K  ‘ (1 —Я) J (8G8)

Из условия dGx/dp для точкн оппнума необходнмо прнрав- 
нять нулю чнслнтель производной (8 .6*), что дает

* s ln V SY isu - |X )lX1, + (^S -isj.) ln (1 -  p) +

+  0. (8.69)

Из уравнення (8.69) можно найт̂  р=ропт, обеспечиваюшее 
наибольшую производительность фериентатора по биомассе. От- 
метим, что ропт зависит только от параметров роста культури и 
Ks и определяется заданними зиачевямн концентрации субст- 
рата в свежей загрузке [ S J 0 н концштрации бномасси [X jк в 
слнве.
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Как и для других способов культивнрования, производитель» 
ность по биомассе может оказаться неосновннм фактором, оп- 
ределяюшим эффективность отъемно-доливного процесса, одна- 
ко в каждом конкретном случае может бнть сформулирована 
соответствуюшая задача оптимизации и найдено ее решенне с 
помошью приведенннх в этом разделе основннх зависимостей 
процесса отъемно-доливного (циклического) культивирова- 
ния.

§ 8.S. Культивирование микроорганизмов 
в системе из нескольких идеальнмх 
биореакторов

Параллельное и последовательное соединение непрернвно 
действуюших ферментаторов оказнвается во многих случаях це- 
лесообразннм в производственннх условиях, поэтому количест- 
венное описание процессов культивирования в сложннх апна- 
ратурннх снстемах представляет практическнй интерес. Данннй 
вопрос достаточно подробно рассмотрен в ряде монографнй, 
перечисленннх в списке литературн, поэтому подробное обсуж- 
дение вопроса в рамках учебника не проводится. Ограннчимся 
лншь изложением основннх принципов расчета и оптимизаци» 
параллельно и последовательно соединенннх проточннх фер- 
ментаторов на прнмере процессов получения биомассн.

Батарея параллельно соединенннх хемостатов (рис. 8.5) име- 
ет обшую линию подачи снрья, по которой с объемной скоро- 
стью W0 подается питательная смесь с содержаннем лимнтнру- 
юшего субстрата [S ]0. Поток питания разделяется на входе в 
разнне аппаратн на отдельнне составляюшие W7{, так что tt?o =

П
= 2W\-. Объемн отдельннх ферментаторов V, обеспечиваюг

4=1
скорости разбавлення в каждом нз них D i= V i/W i, тогда как

суммарная величина

c = 2 1 7,/ 2  
< i

Внходяшие из отдельннх 
бнореакторов потокн соелння- 
ются в обшем коллекторе, 
в результате на внходе уста- 
новки концентрацин биомассь! 
[ X ]  и субстрата [S ]  связанн с 
соответствуюшими концентра- 
циями в отдельннх аппаратахРнс. 8.5. Схема параллельного соеди- 

нсння хемостатов
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соотношениями

2  !X],w, _  У  [Si, w, 
w0 : I®!*1 w0 •

Как обично, [X ] = Y ([S ]0—[S]) и [X], = Y ([S ]0—[S]«).
Поскольку подача биомассн в батарею отсутствует, мате- 

риальние баланси каждого ферментатора нмеют вид

^Mmax [XI, -  w, [Х ]( = 0. (8.70)
Л8+ |э|/

По аналогин с ранее полученними зависимостями (8.32) и (8.35)

и производительность отдельного хемостата из батареи

Gx. ,= -yf- |X ],-Z )(Y ([S ]0- [S ] (). (8.72)

Обшая пронзводительность батареи

Y V  W jdSle-ISh)
Gx = — --- ў------- . (8.73)

Еслн параметри роста культурн цтах и Ks в разнмх аппа- 
ратах одинаковм, можно показать, что максимальная произво- 
дительность Gx батареи в целом достнгается при равномерном 
распределении потоков по аппаратам так, чтобн скорости раз- 
бавления в каждом ферментаторе совпадали с обшей скоро- 
стью разбавления

Vi

шОПТ — ‘ ...
"  i  гчОПТ п  i= l  " I

S v > 
i * l

т. e. объемнне подачи в кажднй аппарат пропорциональнн его 
объему:

IV'! _  w, _  w, _  w„ w , _ v ,— _  y - ------ Vf Vn или W j~  V j -

Другой вариант соединення хемостатов — каскад последова- 
тельно соеднненннх биореакторов, в котором поток, внходяшнй 
из предндушего аппарата, вводнтся в последуюший без подпнт- 
ки субстратом (рис. 8 .6 ). Как известно, при достаточно боль-
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Рнс. 8.6. Схема последовательного 
соединення хемостатов

шом числе ячеек полного смешення их каскад по своим гндро-| 
динамическим характеристикам приближается к реактору^ 
ндеального вмтеснення. Именно поэтому вместо неудобних 
многих отношениях тубулярних культур на практике предпочн-1 
тают вестн биосинтез в каскаде хемостатов, что, в частности,| 
резко упрошает аэробние процесси глубинного культивирова-Я 
ния.

Согласно рнс. 8.6 объемная скорость потока через всю снсте  ̂
му биореакторов остается постоянной и равной W 0. На вход' 
системи подается питательная смесь с концентрацией лимити- 
руюшего субстрата [ S J0. В любом i-м ферментаторе устанавли- 
вается стационарний режим с концентрациями бномасси |XJj 
и субстрата [S|j. Обшнй объем каскада V складнвается из 
объемов каждой ячейки, так что

v =  S  v ,. t-i
Скорость разбавления в отдельном аппарате Di = W 0IVi, об-Ш 

шая скорость разбавления D = W 0/V, матернальньж баланс i- ro j 
звена

|S|/ =г [Х ,]+  I F o l X l , . , - [ХЬ =0, (8.75)

откуда
A-s + lS],

0 ((Х ], -  [Х ],.,) =  цш, х |slb r i x i ,A's+[S]| (8.76)

Прирост биомассн на каждой ступенн связан с убнлью суб- j 
страта через экономический коэффнциент:

IX], -  IX],., = Y  «S]M  -  [S],). (8.77)

Из вираження (8.75) следует, что с учетом уравнения (8.77)

YfF.a§ii-,—i^ii)
у l — ------- TW,------ •

Мтах -^W -ix iA's + lS],
Так как экономический коэффициент постоянен по всему каска- 
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1У н [X]* = Y ([S ]0—[S]«), то

V ,=  [-§]. _ * (8.78)
* “ * т авь- 18М

Если обозначить степень преврашення субстрата в i-м фер- 
ментаторе через

r |S ] i- i  — |S | ,  t |S ] f

IS),-, [S]|_, ’
можно показать, что минимальний суммарний объем каскада

П
V=EV, достигается прн постоянной велнчине £<, т. е. степенн

i—i
превратения субстрата на каждой ступени каскада должни 
бить одинакови:

J I h _ = i ^ L =  _  [Sl< — _  Iflr. 
i s i .  |S ) , ‘ ' ‘ [S ) ,- ,  I S J , , . ,  '

Очевидно, производительность каскада по биомассе дости- 
i ает максимального значення прн заданной концентрацин бно- 
масси на виходе [Х ]„:

Сх = tV*|X|n =  D  [Х ]„ = max. (8.79)
V  ғ (
1=1

Расчет оптнмальних степеней конверсии субстрата 1,опт, объ- 
емов аппаратов каждой ступени К,опт и производнтельностн кас- 
када в целом может бнть проведен аналитнческн, однако рас- 
^етние формулн очень сложнн. Наиболее эффективна оптпмн- 
!ация с помошью ЭВМ . Напомним лишь, что в производствен- 
iu x  условнях миннмизация обшего объема каскада часто не 
мредставляет столь большого интереса, как обеспечение полной 
утилизацнн субстрата, для чего в ряде случаев прибегают к 
иреврашению несколькнх последннх ступеней в дозреватель, 
беспечиваюшнй минимальное содержанне непреврашенного 

еубстрата в среде и клетках.
Аналогнчно может бнть проведена оптнмизация пронзводи- 

^ельностн каскада, составленного из последовательно соединен- 
пнх аппарата полного смешения объемом V t и аппарата иде- 
ального внтеснення объемом V̂ . Питательная среда имеет кон- 
иентрацню субстрата [ S J 0 н поступает со скоростью W 0 (рис. 
Н.7). Производительность каскада по биомассе равна в этом 
елучае Gx = £ [X ]2, причем обшан скорость разбавления D = 
~ Wo/(V\+ V i) связана со скоростямн разбавления на первой
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CSJp
[XJ,
[S J,
1

W/
[2 j  Шг,Ш2

Рмс. 8.7. Схема последователШ 
соединення хемостата н ann«U?° 
ндеального витеснення

D i= W 0/V\ и второй D2= W 0/V2 ступеиях очевндним соотиош
ннем

1 — Г» + Ь  —. 1__L _ i_  т 0 [ ) —
D ~  R 0 / ) , ^  Dt ' Dv+ D t ’

Максимум пронзводительности по биомассе обеспечнвается в 
этом случае прн обшей скорости разбавлення

° о п т  И ш а х ( 1  j /  1 +  Y x J / l X I m M  ) '

§ 8.6. Смешаннь1е культури и автоселекция при непреривной ■ 
ферментации

Одним нз iioBhix явлений, с которими столкнулись исследова- 
телн в опитах по длительной непреривной ферментации, бмло 
своеобразное проявленне нскусственного отбора, основанного 
на спонтанних мутациях используемих штаммов. Особенно яр- 
ко этот феномен проявляется при культнвнровании в условиях 
хемостата или каскада аппаратов, включаюших хотя 6 u однн 
бнореактор полного смешения. Теоретнческое обоснование н ко- 
личественное описание различних случаев такого внда автосе- 
лекцнн дано в работах Н. С. Печуркина, основние виводи из 
которих необходимо учитивать при нсследовании и эксплуата- 
цин промишленних ферментаторов полного смешення.

Рассмотрим хемостатное культивирование смешанной куль- 
тури, состояшей в простейшем случае нз двух штаммов, услов- 
но обозначаемих индексами / и 2. В стационарном режиме при 
заданной скорости разбавления D, установленной эксперим ен- 
татором, для каждого внда мнкроорганнзмов должно устано- 
виться равенство типа (8.31), если полагать, что подача клето к  
в аппарат отсутствует, т. е. [Xi]o = 0 и [X2J о = 0 :

м. = Д; }
м *= я. I

Условне (8.81) достигается благодаря тому, что стацнонар* 
ная концентрацня субстрата [S| в биореакторе меньше, чем 
входная концентрацня [ S J0, прнчем [S[ устанавлнвается 
таком уровне, которий обеспечивает совпаденне левой част

(8.81)



r  внения (8.81) c заданной правой частью
ц Д  _  - Р -
t W l  Жа ,г+[5] '
u [S ] _  - DЦшах,2 Ks i+[SJ

Ha рнс. 8.8 показана зависимость удельной скорости роста 
jlhаммов / и 2 от стационарной концентрации субстрата [S j. 
13 цервом варианте (рис. 8.8, а) кривие ц, = ф< [S] не пересе- 
к иотся. При этом несувдественно, одннаковне или разние зна- 
чения |imax, i и Цш«х, 2, поскольку форма кривих определяется 

I hl цстантамн в знаменателе /Cs. i и Ks, 2- При некоторой велнчи- 
|„е D, заданной для данного режима н указанной на рисунке, 
культура 2 может обеспечнть виполнение равенств (8.82) прн 
t ктнонарной концентрацни [ S ]2, тогда как для штамма 1 до- 
статочно меньшего значения стационарной величини [S ji, 
а при концентрации [ S J 2- Последнее неизбежно приве-
дет к тому, что стационарная концентрация [S j установится на 
\ровне [S ji, однако в этом случае штамм 2 не в состоянин бу- 
дет обеспечить условие (8.81), т. к. для него ц2</).

Снтуацня, изображенная на рис. 8.8, а, в снлу прнведенних 
више рассуждений приводнт к тому, что штамм 1 растет и раз- 
вивается нормально при заданном D, а штамм 2 вимивается 
II.ч аппарата из-за неспособности размножаться с необходнмой 
скоростью за слншком короткое для него время пребивания 
т= I ID. Как видно нз рис.

Н. б, картнна может бить 
(' ice СЛОЖНОЙ, еслн Цтах.1^
^  f*max,2 н KS,l Ф  Ks.2, ПрИЧвМ

нние ц, = ф, ( [ S ] ) пересе- 
каются в некоторой точке 
с абсцнссой [S]„. Денстви- 
нп.но, при [S]>[S]n 
мредпочтение будет иметь 
штамм 2, тогда как штамм 
I ири той же концентрации
I Пстрата, которая соотпет-
I I вует условию H2 = D.
"одвергнется вимиванию в
I илу неравенства ni<D.
При [S]< [S]„ должна на-
II чодаться обратная зако- 
l!l ,iepHOCTb, поскольку в об- 
лаети [S ]n штамм I может

шествовать в аппарате, 
оГ»еспечнвая ni = D, а штамм

Рис. 8.8. Совместное культнвнрование 
двух культур в хемостате

(8.82)
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2 вммнвается, т. к. цг<^- Оба штамма могут расти совместЛ 
лишь прн [S] = [S ]n.

Рассмотренное явление характерно только для хемостатногл 
культнвнровання и совершенно не имеет аналогии в химическоА
кинетнке, где две незавнсимие реакции протекают одновремец. 
но и неопределенно долго в аппарате любого типа. Конечно, н» 
микробиологических процессах возможно сосушествованне в хе. 
мостате двух и более различннх культур с разннми параметрй! 
ми уравнения Моно, однако это может происходнть только тог. 
да, когда различнне штаммн влияют на рост друг друга путец 
внделения соответствуюших метаболнтов. Так, для случая, нзо- 
браженного на рис. 8 .8 , а, оба штамма могут расти совместно 
если метаболнтн второй культурн тормозят рост первой или же 
продуктн роста первой культурн стимулируют рост второй 
так что удельнне скорости их роста внравниваются и д остнЯ  
ется обшее условие pi = p2 = D.

Спецнфнка хемостатного культивнрования мнкроорганизмов 
делает аппарат полного смешения своеобразннм инструментом 
искусственного отбора, причем такой отбор часто не подчиняет- 
ся желанням экспернментатора. Известно, что в любой расту- 
шей культуре часть клеток постоянно подвергается мутациям 
под действием неконтролируемнх факторов внешней средн. 
Будем считать положительннмн те мутации, которне обеспечи- 
вают более внсокую скорость размножения р+ при той же кон- 
центрации субстрата, например за счет более эффектнвной ути- 
лизацни. Отрицательннмн следует тогда счнтать мутацни, в ре- 
зультате которнх скорость роста культурн при заданной 
концентрации субстрата снижается по сравнению с исходннм 
штаммом. Очевидно, в ходе непрернвного культивирования лю- 
бого штамма даже в абсолютно асептическом режиме протека- 
юшие мутацин будут прнводнть к известной гетерогенностн по- 
пуляции вследствне появления более жизнеспособннх и менее 
жизнеспособннх клеток.

В условнях хемостата клетки, образовавшнеся в результате 
отрнцательннх мутаций, не смогут обеспечнть равенство удель- 
ной скоростн роста н скоростн разбавления, т. к. прн установнв- 
шемся значенни [S ] они растут медленнее, чем основная куль- 
тура. Это означает, что все особи, несушие отрицательную му- 
тацню, будут внмнваться из аппарата полностью. Напротив, 
клеткн, образовавшнеся вследствие положительной мутацни, не 
только способнн расти при заданном значении [§ J, но и суше- 
ствовать при еше более низких стационарннх концентрациях 
субстрата, чем та, которая установнлась в ходе культивнрова- 
ння нсходного штамма. Это должно привестн к постепенному 
накоплению клеток в биореакторе, т. к. для них_и+>А н, как 
следствне, снижению стацнонарной велпчинн [S j.
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|1акопление положитель- М,г/л ,i , i x мутантов и_ вмзванное 
'эТ„м снижение [S] поставит 
оСновной (исходимй) штамм в 
|1!|ЛОжение, когда он уже не 
способен обеспечить равенст-
Il0 (i = D, т. е. приведет к ви- _____________________________
м и ваНИЮ  OCHOBHOfi К у Л Ь Т у р Н  И О t,cym
замене ее положительинм му-

антом. В  ПОСЛедуюшем ЭТО Рис. 8.9. Автоселекция при длитель-
яиление должно повторяться, ном хемостатном культивировании 

м о r. микроорганизмовак показано на рис. 8.9, и
приводить к отбору все более
н' более жизнеспособннх — бнстро растуших и эффективнее 
отребляюшнх субстрат штаммов, т. е. к автоселекции. В прин- 

кипе появление более приспособленннх к условиям роста му- 
гантов н их размножение вплоть до внтеснения исходного 
штамма возможнн прн любом длнтельном процессе культиви- 
: опания, особенно в непрернвннх процессах ферментации.

На первнП взгляд может показаться, что автоселекция в це- 
лом положительна, т. е. приводит к увеличению внхода биомас- 
сн и лучшему потреблению субстрата. На самом деле это не 
всегда так, потому что положнтельная мутацня, приводяшая к 
образованию бнстрее растушнх клеток, неоднозначно связана 
с другими потребительскимн характеристнкамн штамма. Мо- 
жет, например, оказаться, что положительннй мутант содер- 
жит меньше белка по сравнению с исходной культурой либо 
аминокислотннй состав белка нзменяется при мутации в неже- 
лательную сторону и т. п. Наиболее сушественно это обстоя- 
тельство при осушествленнн непрернвннх ферментаций, направ- 
ленннх на бносинтез метаболитов, т. к. нет никакпх гарантнй, 
что положительннй, с точки зрения роста, мутант способен про- 
дуцнровать больше ферментов, антибиотиков и т. п., которне 
рассматриваются технологом как целевне продуктн.

Особо следует отметить важность учета явления автоселек- 
ции и внмнваиня менее приспособленннх штаммов прн культи- 
внровании смешанннх популяций, когда положительнне мута- 
ции в культуре-прнмеси могут отразиться на составе популяции 
в целом н прнвести к нежелательннм и даже опасннм измене- 
нням в составе целевого продукта.

КОНТРОЛЬНЬ1Е ВОПРОСЬ!
1. Как рассчитать объем аппарата, которий при степени заполнения 0,8 

обеспечивает производительность 1 т биомассн в час при перноднческом куль- 
тивированни дрожжей на глюкозе, еслн константь! уравнения Моно равнь>
0.45 ч-1 и 14-10—5 моль/л, экономический коэффициент 0,51, начальная кон-
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центрация глюкози 16 г/л, а непродуктивние затрати времени, включая лагч! 
фазу, составляют 4,5 ч на операцню? Остаточная концентрация сахара в с р Я  
де не превишает 0,1 г/л.

2. 11ри какой продолжительностн культивирования в предидуадей зада^ш 
будет достигнута наивисшая продуктивность ферментатора? Какой конечной 
коицентрации биомасси будет соответствовать оптимум производптельносчЯ 
и какая остаточная концентрация глюкози будет получаться в онтимальноц 
режнме?

3. Тубулярная культура с параметрами, приведеннимн в первой зада<цЯ 
растет в трубчатом аппарате диаметром 0,2 м при скорости подачи среду
1 мэ/ч. Какон длини должен бить аппарат, чтоби конечная концентрация кл®. 
ток составляла 7,5 г/л, если лаг фаза завершается в среднем за 1,5 ч? ;Г

4. Для случая, описанного в первой задаче, какова будет крптичес|цЯ 
скорость разбавления при культивировании в отдельно работаюшем хемос.; 
тате?

5. Применимо ли понятие критнческой скорости разбавления к каскаду hs 
двух хемостатов и ко второму аппарату такого каскада, если первий работает 
при скорости разбавлення меньше критической? Какую производительность 
будут в этом случае иметь каждий из хемостатов н каскад в целом?

6. Псевдомонади растут на метаноле с параметрамн цт«х=0,55 ч_| н 
=0,7 мг/л, экономический коэффициент равен 0,42 при начальной концентра- 
цни метанола 1% масс. Какова будет максимальная производительность хе> 
мостата объемом 1 м3 с коэффицнентом заполнения 0,8? Насколько нзменится 
производительность, еслн последовательно к первому присоединнть второй хе- 
мостат того же размера? Концентрацни метанола на входе в каждий нз хемо- 
статов принять равним 1% мас. Какое количество метанола придется добав- 
лять в первий и во второй аппарати каскада?

7. Какие стационарние концентрацни биомассн Pseudomonas и метанола, 
будут устанавливаться на виходе из системи ферментацни, если отдельннй 
хемостат, работаюший в условиях задачи 6, дополнить узлом сепарацни, обес-1 
печнваюшнм кратность рециркуляцни а и степень сепарации b в следуюшЛ 
пределах: 1) а= 0,5, 6*«0,5; 2) л=*0,5, 6 = 5; 3) e=5, b = 0,5; 4) а= 5, Ь=5Я 
Какова будет максимальная производительность установкн в каждом из че-, 
тирех случаев? Сравните ее с производительностью хемостата без рецнкла j 
(см. условия задачи 6).

8. Какова будет производительность аппарата по условиям задачи 1. есла 
он работает в отъемно-доливном режиме? 60% жндкой фази сливается при' 
достиженни концентрации биомасси 7,0 г/л и заменяется свежей пнтательной 
средой до установления исходной концентрации субстрата.

9. Кишечние палочки культивируются на глюкозе ( [S ]0=I0 г/л, Hmix=| 
=2.0 ч-1, /Cs = 2.2-10—5 моль/л, Y=0,5) в хемостате объемом 1 л с коэффи-1 
циентом заполнення 0,75. Имеется возможность нспользовать второй такоИ 
же аппарат. Как лучше его прнсоединнть — параллельно илн последовательно! 
к первому, если ставится цель получения максимального количества биомас-1 
cu? Второй аппарат каскада можно подпитивать глюкозой до исходной ее 
концентрации 10 г/л.

10. Две культурн одновременно растут в хемостате прн начальной кон-! 
центрацин субстрата 12 г/л. Параметри роста первой из них ц'га.х=0,5 ч*1,] 
/C's = 30 мг/л, второй — ц'т<х=0,4 ч-1, /С s= 50 мг/л, экономический коэффи-1 
цнент в обоих случаях равен 0,6. Каков будет качественний и количественнмй j 
состав культуральной жидкости с клетками, если образованием растворнми*] 
продуктов можно пренебречь (D принять равним 0,2, 0,35 и 0,45 ч-1)?
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6ИОТЕХНОЛОГИИ

Протекание бнотехнологических процессов во многих слу- 
чаях определяется не только скоростью преврашения субстрата 
в продукти или утилнзацией субстрата клетками микроорганиз- 
мов, но и скоростью транспорта одного или нескольких компо- 
иентов субстрата к клетке нли к молекуле фермента. Днффузи- 
онние фактори могут стать решаювдими при осушествлении 
процессов инженерной энзимологни, нспользуюших иммобнли- 
зованние ферменти. Велнка, хотя и менее изучена, их роль в 
процессах микробиологнческого синтеза и особенно прн транс- 
формации органических вешеств, осушествляемой иммобилизо- 
ваннимн клетками.

Исследованне, описанне и технологическое проектироваиие 
процессов, скорость которих зависит одновременно и от биохи- 
мических факторов — активности фермента, скорости метабо- 
лизма, и от скорости массопереноса, являются обично крайне 
труднимн задачамн и нх решение редко приводнт к надежним 
количественним результатам. Именно этнм обстоятельством 
объясняется особая трудность масштабнрования биотехнологн- 
ческих процессов, что прнводит к необходимости дополннтель- 
iiux исследований.

Основой современной стратегни кинетнческого исследовання 
н опнсания процессов биотехнологнн, осложненних массоперено- 
сом, является раздельное количественное изученне влияния кн- 
нетнческнх н днффузионних факторов и поиск такого режима 
проведения процесса, когда влиянне массопереноса невелико 
илн даже пренебрежимо мало. Еслн это оказивается невозмож- 
нь1м, требуется виполнить дополннтельние исследования по со- 
зданию математнческой модели бнореактора как единого цело- 
го, которая учитивала 6 u одновременно влняние и взаимодейст- 
вие всех факторов.

Современная вичислительная техника позволяет в принципе 
получить адекватние модели бнохнмическнх процессов боль- 
шой сложности. Однако рассмотрение данного вопроса виходит 
за рамки учебного пособня. Ниже обсуждаются особенностн ки- 
нетнческого описання биотехнологическнх процессов, протекаю- 
ших в условнях одновременного массопереноса одного или не- 
скольких компонентов.
§ 9.1. Иммобилизация ферментов на твердьн непористмх
носителях

Использование твердих непористих, например стеклянних, 
частиц для иммобилизацни фермеитов нмеет ряд пренмушеств 
перед другнмн способами, прежде всего в силу большой хнми-
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ческой и механнческой прочности чо ■ 
сителя. Гетерогеннзация ферментаЯ 
прикреплением ero к частице твердоЯ 
фазн прнводит к гетерофазности сис- 1  
темн в целом, поскольку в растворе 1  
содержатем субстрат п продукти, по- 1  
является твердая фаза, на поверхно- 1  
сти которой находится фермент. Фор. 1 
мально можно счнтать, что при дос- 1  
таточно большой поверхностной кон- I  
центрации фермеита катализатороц! 
процесса является твердая фаза, а I  
активной частью катализатора — e ro l 
наружная поверхность.

Химическое прсврашение на на-1 
ружной поверхности тверднх частиц j 

неизбежно создает необходимость транспорта нсходннх вешеств i  
из раствора к поверхностн каталнзатора и отвода продуктов от I  
места их образования в раствор.

Все процесси аналогичного тнпа проводятся, как правило, |  
либо в проточннх, либо в хорошо перемешиваемнх пери- 1  
одических бнореакторах. Принято считать, что в ядре потока |  
(на достаточном удалении от частиц твердого тела) концент- 1  
рацпи исходннх вешеств и продуктов постояннн по ибъему,я 
т. е. граднентн концентрацнн равнн нулю: </[S]/dy = d [P j/ !  
/dV = 0 (здесь V — объем жидкости в ядре потока).

Нанболее удачная модель обтекання тверднх частиц жнд-я 
костью нлн газом предполагает сушествованне вблизи твердоМ 
поверхностн пленкн подвижной фазн, которая не движется вме- J  
сте с жидкостью, а как бн тормозится твердой поверхностьюЛ 
В таких неподвнжннх пленках толшнной 6 (рнс. 9.1) массо*Я 
перенос возможен только в внде молекулярной диффузни, а са>Ш 
ма пленка представляет собой единственное сопротивление мас-И 
сопередаче. Толшина пленки 6 определяется физическими свой-И 
ствами подвнжной и неподвижной фаз и гидродннамнческой I  
обстановкой в аппарате. Экспернментн показнвают, что эф-Д 
фектнвная толшииа пленки жидкостн у поверхности твердогоЯ 
тела тем меньше, чем внше скорость двнжения жидкой фазь! f  
относительно твердой. В известннх пределах можно счнтать,Я 
что между толшнной пленки и прнведенной (в см/с) скорость|И 
жидкости сушествует обратная пропорцнональная завнснмосТ|И 

Концентрацня исходного вешества S на граннце пленки с «  
ядром потока будет такой же, как н в потоке, т. е. [ S ]0. Вслед-в 
ствне днффузнонного сопротивления пленкн концентрацня суб-Я 
страта на поверхностн твердой фазн, где прикрепленн молеку-Ш 
лн фермента, должна бнть меньше [S ] 0 н может бнть обозна*и

Рис. 9.1. Схема распределе- 
иия коицентраций субстра- 
та в потоке жидкости на 
границе контакта с твердии 
телом
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а через [ S J .  В соответствни с моделью (на рис. 9.П движу- 
ш ая снла массопереноса через пленку составляет ( [ S j 0— [S ] ) ,
а с к о р о с т ь  этого переноса

Гд =  Ps (|S ]0 — [S ]) ,  (9 .1 )

е Гд — скорость переноса субстрата через единнчную поверх- 
ность пленкн; {Js — коэффицнент массопередачи, отнесенннй к 
той же поверхности.

Вообш е говоря, перенос субстрата к реакционной поверхно- 
сти происходит в условнях встречной днффузнн продуктов к на- 
ружной границе пленки и далее — в объем жндкой фазн, что 
следует учитнвать при определении £s. Практически в боль- 
шинстве случаев встречннм переносом продуктов можно пре- 
небречь, поскольку он не лимитирует обшей скорости превра- 
шения.

Для тонких пленок толшиной б первнй закон Фика, опнсн- 
ваюшнй установившуюся молекулярную диффузню, может бнть 
записан в виде конечной разности

r„ =  4 S-([S]„-[S])l (9.2)

причем ŝ =Z>s/6 , где D s — коэффицнент днффузии субстрата S 
в пленке. Из зависимости (9.2) видно, почему факторн, влияю- 
шие на б, будут изменять коэффициент массопередачи н, как 
следствие, скорость транспорта субстрата через пленку.

В  соответствии с уравнением Мнхаэлиса — Ментен скорость 
химического преврашения субстрата на поверхности тверднх 
частиц, несушнх иммобилизованннй фермент, зависит от [S ]. 
При этом скорость преврашения на еднннчной поверхности 
(см. гл. 6 )

fr«lE l»lsl (9 34
Гх A-m-HS] *

При малнх [ S Jо, а следовательно, еше меньших значениях 
|S |  уравнение (9.3) приводнтся к линенному внду

Гх^ Ь № о _ [8] =  к[81  (9 .4 )

Этот частннй случай обшего уравнения (9.3) позволяет по- 
лучить качественнне завнсимостн, сохраняюшне смнсл для ки- 
нетических уравнений любого вида, поэтому далее мн ограни- 
чнмся рассмотреннем линейного кннетического уравнения (9.4).

Пренебрегая влиянием массопереноса продуктов через плен- 
к-’, можно утверждать, что прн одновременном протекании 
Двух последовательннх стадий процесса — переноса субстрата
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через пленку и его химического преврашения на поверхностц 
катализатора— должно установиться устойчивое во временц 
стацнонарное состояние, при котором скорости обеих стадий 
равни между собой:

= rx . (9.5)
Устойчивость такого стационарного состояния объясияетсц 

тем, что случайное возрастание или уменьшение одной из час- 
тей равенства (9.5) приводит к изменению [S ], что визивает 
противоположное действие, направленное на восстановление 
исходного соотношения. Это будет наблюдаться до тех пор, по- 
ка останутся постоянними концентрация субстрата в потоке 
[SJo н константи (Js и k:

Ps((Slo-[S]) = A[S). (9.6)
Из уравнения (9.6) можно виразить неизвестную величину 

концентрации [S ]:
Ps

*+?s

ifl

lSl = - rr^ rlS lo

и, подставив ee в (9.6), найтн стационарную скорость обшего 
процесса '

r “  rx = r„ =» [Sl0 = э̂ф [S]0. (9 .7 )

Эффектнвная константа скорости в уравнении (8.7) одно- 
значно связана с коэффнцнентом массопередачи субстрата и ка- 
талитнческими свойствами фермента k = rmiXIK м, прнчем

1 /АгЭф =  1/А+  1/Ps- (9-8)

Обратние величини константи скорости k и коэффнцнента 
массопередачн {is принято називать сопротнвлениями. Такнм об- J  
разом, уравнение (9.8) указивает на то, что обшее сопротивле- Ч 
нне массопереносу н хнмнческому преврашению как единому 
процессу складивается нз сопротивлений отдельних его стадий. 
Особий интерес представляют частние случаи уравнения (9.8), ' 
которие могут бить получени прн очень большой разнице в ве- 
личинах k и ps-

Однн нз возможних случаев, когда fc»fis, прнводит уравне- 
ние (9.8) к более простому виду, поскольку l/*<l/j}s, и сумма 
упрошается

Мк^  « l/p8;
А э ф « Р з .  (9 .9 ) j

Равенство (9.9) с учетом виражения (9.7) показивает, что 1 
для очень активних ферментов возможно положенне, когда об- 1
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тая  скорость процесса определяется скоростью массопереноса
г =  кэ<ь [S)o — Ps (SJo (9.10)

Это означает, в частности, что концеитрация субстрата на 
поверхности носителя, где находится фермент, близка к нулю: 
|S jsO . Преврашение субстрата в продукт лнмитнруется по- 
ступлением субстрата к реакционной поверхности, где он реаги- 
рует практически мгновенно. Заметнм, что большая величнна k 
может бить достигнута как использованнем очень активного 
фермента, так и достнжением его внсокой поверхностной кон- 
центрации [Е]о.

Режим, приводяший к равенству (9.9) назьшают диффузи- 
онннм, поскольку процесс контролнруется массопереносом, 
т. е. диффузией через пленку. В этом режиме катализатор нс- 
пользуется наименее эффективно, ибо коицентрация субстрата 
у поверхности минимальна (рис. 9.2).

Второй крайний случай завнснмости (9.8) наблюдается тог- 
да, когда константа k оказнвается гораздо меньше коэффнци- 
снта массопередачи Очевидно, при этом l/fe»l/ps и

Обшая скорость процесса становнтся в дашшх условнях рав-
ной

т. е. процесс полностью контролируется скоростью хнмического 
преврашения субстрата (рис. 9.2). Такой режнм називается 
«кинетическнм» и реализуется при условии, что концентрация 
IS| у поверхности каталнзатора почтн не отличается от кон- 
центрацни в потоке [ S J0. Это связано с тем, что даже неболь- 
шая движушая сила ( [ S ] 0— [S ])  способна обеспечить необхо- 
днмую скорость массопереноса из-за большой величшш коэф- 
фнцнента массопередачи. Очевидно, именно кинетнческий ре- 
жнм протекания наиболее эффективен при проведенин реакции 
с иммобнлнзовашшми ферментами, т. к. именно в этом случае 
полностью реализуются возможности фермента.

Между крайними случаямн и Ar<C|Js находится доста-
точно широкая область значенин k и ps, в которой их велнчшш 
сравиими. Это значит, что в сумме виражения (9.8) нельзя 
пренебречь ни одним из членов (в правой части уравнения). 
1акой режим назмвается переходимм, для него характериа од- 
•'овременная зависимость скоростн процесса и от диффузион- 
■'мх, н от кинетических факторов. Исследования в этом режиме 
и его количественное описание представляют наибольшую труд-

пли (9.11)

г — кэ$ IS ]0 к [SJ0, (9.12)
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Рис. 9.2. Распределенне концентра 
ций в пленке н на твердой поверх 
ности в кинетическом и днффузи 
онном режимах

[S]\ ность. Именно в этих условпяҳ
приходится прнбегать к созда, 
нню достаточно сложной мате- 
матнческой моделн, учнтиваю. 
mefi все факторм. С качсствев! 
hux позиций характерно, что в 
переходном режнме потенцналь. 
ние возможностн катализатора 
нспользуются не полностью, т. к. 
концентрация субстрата в зоне 
действня фермента всегда не- 
сколько ниже той величинц 
[ S j o ,  которая создается в ядре 
потока.

Приведенние више сообра 
жения ставят перед исследовате 
лями две взаимосвязанние зада 
чи: 1 ) виявить влнянне д и ф ф у  

зионних ограничений на обшую скорость ферментативного про 
цесса и, если такие ограннчения имеются, 2 ) добиться протека 
ния реакцин в кннетнческом режиме, что обеспечит максималь 
ную эффективность использования иммобилизационного фер 
мента.

Для ответа на первий вопрос нанболее удобним фактором, 
влияюшнм только на диффузнонний перенос и не влияюшим на 
химнческое преврашение, оказивается скорость протекания <i 
жидкостн (газа) относительно твердих частиц носителя с нане- 
сенним ферментом. Использованне некоторими авторами тем- 
ператури как параметра, относительно слабо влияюшего на 
днффузию и значительно сильнее — на химическое преврате- 
нне, неудобно и малоэффектнвно. Необходимую в этом случае 
усредненную велнчину энергии активации нужно сравнивать с ] 
нстннной энергней активации, которая зачастую просто неиз- 
вестна. В то же время факт завнсимости обшей скорости про- 
цесса от скоростн жндкой фазн в аппарате колонного типа (при 
сохраненин длительностн контакта неизменннм) нли влияния 
частотн врашения мешалкн в аппаратах смешения однозначно 
указнвает на протекание реакции в переходном или диффузион- 
ном режиме и, как следствне, на необходнмость ннтенсифика- 
ции массопереноса.

Перевод процесса в кннетнческнй режнм может бить до- 
стигнут, прежде всего, увелнчением скорости обтекания частиц 
каталнзатора жндкостью. При этом уменьшается толшина диф- 
фузионного слоя б и пропорционально этому возрастает коэф- > 
фициент массопередачи. Понятно, что этот фактор не может 
действовать беспредельно, и для каждого аппарата с у ш е с т в у е т

х
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пекоторая предельная величнна ps, которая может бнть достнг- 
нута прн экономнческн оправданной интенсификации гидроди- 
н а м и ч е с к о й  обстановки. Если оказивается, что и в интенснв- 
н о м режиме массопереноса достичь кинетнческого режима не 
удается, следует подумать о сннженни удельной активности им- 
'мобилизованного фермента, т. е. о снижении количества белка, 
наносимого на единнцу поверхности. Это позволит использовать 
нанесенннй фермент более эффективно.

Необходнмо отметить также обшую стратегию исследований 
по нахождению кинетического режнма процессов, осложненних 
массопереносом. Поскольку основное условне &<t;ps должно 
оставаться справедливим при всех возможних колебаниях па- 
раметров или во всей запланированной серин экспериментов, 
ироверку виполнення условня следует, очевидно, проводить в 
опитах тогда, когда константа скоростн k имеет наибольшую 
из возможних, а ps — наименьшую величину. Во всех осталь- 
них опитах, где k будет меньше, чем в базовом, а jis — больше 
нлн, во всяком случае, не меньше, режим останется заведомо 
кинетнческим. Для всей серин экспериментов влияние днффу- 
зионних факторов будет незначительним, если это било прове- 
рено в базовом опите в наиболее неблагоприятних условнях.
§ 9.2. Иммобилизация ферментов на пористмх носителях. 
Иммобилизация клеток

Как уже говорилось, активность иммобилизованних фермен- 
тов определяется колнчеством белка, нанесенного на единицу 
масси носителя. Если последннй представляет собой непори- 
стий материал, то фермент прикрепляется к отдельним спе- 
цпально подготовленним участкам его внешней поверхности. 
Использование порнстих носителей, диаметр пор которих дос- 
таточен для проникновения молекул фермента и субстрата, 
имеет серьезние преимушества перед применением непористих 
твердих тел. Это визвано тем, что обшая поверхность единици 
масси пористого тела может в десятки раз превосходить по- 
ве])хность такого же колнчества непористого вешества. С этнх 
познцнй иммобилизация ферментов не только на наружной по- 
верхности, но и в порах носителя позволяет поднять удельную 
(по массе) активность катализатора, но создает ряд дополни- 
тельних трудностей. Близкне к этим проблеми создаются и при 
иммобилизацни ферментов и клеток в различних гелях, кото- 
pue также могут рассматриваться как своеобразние порнстие 
структури.

Как показивает опит эксплуатации промишленних устано- 
вок с твердими катализаторами пористой структури, основние 
тРУдности при созданин н работе этих производств заключаются 
в появленни дополннтельних днффузионних осложнений вслед-
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ствне массопереноса внутри пор, а также в затрудненном тепло- 
отводе или теплоподводе вследствне малой теплопроводности 
носителя. Последнее обстоятельство редко бивает сушествец. 
нь1м при ферментативних реакциях, идувдих, как правило, с ма- 
ль1ми тепловими эффектами в водннх средах високой теплоем- 
кости. Однако диффузионннй переиос внутри пор может, на- 
протнв, оказаться причиной, затрудняювдей использование ка- 
талнзатора, особенно в вязких средах при невисоких темпера- 
турах. Ниже приводятся осиовние положения по исследованию 
и подбору рабочих режимов для процессов в присутствии фер. 
ментов, закрепленних на иосителях пористой структури.

Для катализаторов с активной поверхностью, к которим от- 
носятся н нммобилизованние ферменти, обично рассматрива- 
ют четире режима протекания процесса, впервие сформулнро- 
ванние Д. А. Франк-Каменецким: внешний диффузионний, 
внешний кинетический, внутренний диффузионний и внутренний 
кинетический. Переход от одного к другому связан с изменени- 
ем соотношения сопротивленнй массопереносу и химической ре- 
акцин.

Первие два режима не отличаются от рассмотренних в пре- 
дидушем разделе. Появление двух последних связано с тем, что 
у пористих тел с развнтой поверхностью доля внешней (наруж- 
ной) поверхности не превишает обично 5— 1 0 %  обшей удель- 
ной поверхности. Это означает, что иммобилизация фермента 
на пористом носителе прнводит к сосредоточению активности 
главним образом в порах. Рост концентрации субстрата на на- 
ружной поверхности прнведет к диффузии в nopu и превраше- 
нию на поверхности пор, т. е. к заметному увеличению произ- 
воднтельностн катализатора. Четкой граници между внешним 
кинетическнм и внутренним диффузионним режимом бить не 
может. Однако лимитирование процесса на внутренней поверх- 
ности пор диффузией субстрата в nopu вполне возможно и не- 
однократно наблюдалось в случаях с гетерогеннимн катализато- 
рами.

Преодоление диффузионних сопротивлеиий в порах, т. е. пе- 
реход во внутренний кинетический режим, осложняется тем, что 
практически отсутствуют какие-либо методи интенсификации 
этого процесса. Обично различают три вида течения (массопе- 
реноса) в порах:

кнудсеновское, характерное для узких пор с диаметром, 
меньшим длнни свободного пробега молекул;

объемное, не отличаюшееся от обшеизвестной молекулярной 
днффузии, если длина свободного пробега молекул меньше диа- 
метра пор;

винужденное, происходяшее, например, под действием теп- 
лового расширения жидкости (газа) вследствие тепловиделения
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прц протекании реакцин на поверхности носителя, имеютего 
об и чн о  малую теплопроизводительность, т. е. из-за местннх пе- 
р е г п е в о в  внутри зерна катализатора.

Для жидких фаз наибольшую роль играет обичная моле- 
кулярная днффузия (объемное течение), однако вкладом дру- 
гих видов массопереноса не всегда можно пренебречь. Все три 
ви д а  переиоса внутри пор описиваются уравнениями типа пер- 
вого закона Фика:

1 dns
dx ■D rf|S)

dx (9.13)

где F  — поверхность, нормально к которой происходит диффу- 
зия, идушая вдоль оси X; ns — число молей субстрата; D — ко- 
эффициеит диффузии.

Последняя величина определяется физическими свойствами 
субстрата н среди, а также типом переноса: для кнудсеновского 
течения D пропорционален диаметру nopu, для объемного— 
длине свободного пробега молекул, для винужденного — пере- 
паду давлений внутрн nopu. Все это винуждает в расчетах ис- 
пользовать некоторую эффективную величину коэффнциеита 
диффузии, которая учнтивает совместний вклад всех видов пе- 
реиоса и зависит ие только от природи субстрата и среди 
(плотность, вязкость и т. п.), но и носителя (диаметр пор) и 
даже теплового эффекта реакции, а также встречной диффузии 
продуктов.

При устранении внешних диффузиониих ограннчений и ви- 
ходе во внешний кннетический режим протекания процесса кои- 
цеитрация субстрата на наружной поверхности, а значит, и в 
устье пор становится равиой концентрации в потоке [S]o. В  ка- 
честве простейшего прнмера рассмотрим цнлиндрическую пору 
радиусом R, длиной 2L, пронизиваюшую частицу катализатора 
насквозь, так что концентрация субстрата в обонх устьях оди- 
накова (рис. 9.3). Днффузионний поток субстрата внутри оди- 
наков по модулю на равних 
расстояииях от обоих устьев, 
поэтому можно рассматривать 
любую, например, левую по- 
ловину nopu. Характерно,
' it o  концентрация субстрата 
LS] будет падать внутрн nopu 
прн движении от устья к се- 
редине и далее вновь возрас- 
тать до нсходного зиачения
rS ]° вследствне симметрично- Рис g 3  Схема простой цилиндриче.

процесса в поре. В  середи- ской Пори с ферментом, нанесенним 
че nopu на растоянии x = L  на внутреннюю поверхность
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от устья производная rf[S]/rfjt = 0, как это справедливо дл* 
точки миннмума.

Рассмотрим баланс переноса вешества S внутри порн череэ 
два ее сечення, расположеннме на расстояниях д: и от
устья. Диффузноннмй поток через левое сечение плотадью 
л / ? 2 равен

I
через правое равен

<*[S]
“ Л ( 4 г Ч  nRZ-\ dx /х+6 x

Для двух близко расположенннх сечений производную в точке 
ж+бд: можно вмразить через производную в точке х:

t i m . )  * < ( Ш . )
\ dx )х+6х — \ dx ) х ^  dx* ОХ-

Тогда разность между приходом и расходом субстрата через 
два основания внделенного на рис. 9.3 цилиндра внсотой бх
составит— D лН2Ьх. Несовпадение потоков через левое и
правое основания цилиндра объясняется химическим превраше- 
нием субстрата на поверхности порн, где иммобилизован фер- 
мент.
Скорость такого преврашения определяется боковой поверхно- 
стью цилиндра, количеством нанесенного фермента и концент- 
рацией субстрата:

i j f i ----2я Я Ь % $ - .  I

В установнвшемся режиме работн катализатора разность 
диффузионннх потоков через основания цилиндра равна ско- 
рости химической реакции

--- 2л Д в х ^ 1Ж  (9.14)

или после сокрашений
d* [ S [ __ 2 rm >I[S) jev
dx* —  RD  /TM-h[S) * '  '

Дифференциальное уравнение второго порядка (9.15) долж- 
но решаться при указанннх внше граничннх условнях: [S j = 
[SJo при дс=0 и d[S]/dx= 0  при x= L, причем в рассматривае- 
мом случае константа Гтах = Лг[Е] 0 включает не только актив- 
ность фермента kit но и его поверхностную концентрацию [Е]о. 
отнесенную к единице внутренней поверхности порн. Обшее
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решение уравнения (9.15) невозможно, однако оно разрешими 
чля частних случаев, когда правая часть линейна относительно 
$1 в частности при малих концентрацнях субстрата

сКм'.

(91в)
Решение уравнення (9.16) при заданних условиях нмеет

вид

[ S |  ___ *ЬУ R U K m  xV r d k ] ^ ]

,s,e * [ i V t № [ ]
(9.17)

причем правая часть решения включает гиперболический косн* 
нус, равний сумме двух экспонент1. Уравнение (9.17) описива- 
ет закономерность падения концентрации субстрата внутри по- 
pu. В центре ее при x = L  концентрация будет тем ближе к на- 
ружной [ S j o ,  чем меньше вираженне в квадратних скобках в 
знаменателе уравнения (9.17):

l S U i  = [ S ) o — ----* ----  . (9.18)
eA[ L ]  Ш ^ ]

Аргумент гиперболического косинуса в уравненни (9.18) 
обично називают модулем Тиле (в гетерогенном катализе):

Для ферментативной кинетикн эта величина включает в се- 
бя комплекс, характеризуюший свойства фермента (гпих™ 
=  fc2[ E ] o ,  /С м ) ,  носителя (размер частиц 2L, радиус пор R )  и сре- 
ди (коэффициент днффузии D).

Велнчина модуля Тнле определяет профиль падения кон- 
центрации субстрата в поре (рис. 9.4): при увеличении h кон- 
центрация все бистрее падает при перемешении внутрь nopu, 
так что при достаточно больших модулях часть nopu вблизи ее 
середини перестает нспользоваться, т. к. весь субстрат пре- 
врашается вблизи устья.

Очевндно, что крутой профиль концентрации субстрата в по- 
ре соответствует внутреннему диффузионному режиму процес-

1 Напомннм ,что гнперболнческне функции определяются равенствамн:
сннус sh(ax) — - (̂eax-e~ai), косинус ch(ax)—^ (eajt+e-ejt) . тангенс th равея
отношенню еинуса к косннусу, производная по х от синуса равна косинусу 
ii наоборот. Прн ax-*-0 ch(ax)-+1, тогда как при ад:>0 ch (a x )> i.
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са, поскольку в этом случае массо- 
передача не обеспечивает доста- 
точного количества реагируюшего 
вешества на всен внутренней по- 
верхности nopu. Напротнв, внутрен- 
нему кинетическому режиму соот- 
ветствует виравненний профиль 
концентрацин субстрата, при кото- 
рой весь фермент, нанесенний на 
поверхность nopu, используется 
одинаково эффектнвно.

Расчет скорости преврашения 
субстрата в полупоре (рис. 9.3) 
может бить проведен по ско- 
ростн ero диффузионного перенос* 
в устье nopu, поскольку весь диф- 

фундируюший в этом сеченин субстрат преврашается в полови- 
не nopu, во второй половине nopu картина симметрична.

rl/a-  -яД »Д  hth{h). (9.20)

При виводе (9.20) использовано значение производной от 
S] по дс при д: = 0, полученное дифференцированием функции 
9.17). Максимальная производительность полупори достигает- 

ся, если на всем ее протяжении от x = 0 до x = L  концентрация 
субстрата равна [S ] 0 (кинетический режим):

rK~ 2 n f l L - ^ [ S ] 0. (9.21)

Отношение (9.20) к (9.21) показивает, насколько эффектив- 
но используется внутренняя поверхность катализатора, эта ве- 
личина — фактор эффективности /— определяется только моду- 
лем Тиле:

* * * ( * > (9-22> 
Зависимость эффективности использования нммобнлизованно- 
го внутри nopu фермента от значения модуля h приведена на 
рис. 9.5, нз которого наглядно видно, что возрастание величи- 
ни h приводнт к ухудшенню фактора /, т. е. к возрастанию до- 
ли фермента, не используемого из-за отсутствия субстрата в 
глубине nopu (ср. рис. 9.4). Фактор / может бить использован 
и для расчета скорости реакции на внутренней поверхности пор

r = f2 n R 2 L- ^ ~  [S ]0 N, (9.23)
Л М

где N — среднее количество пор в единице масси носителя.

Рис. 9.4. Распределение суб- 
страта в порах при различни.х 
значениих модуля Тиле
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Хотя уравненне (9.15) решено 
нами прн условни [ S ] 0</Cm, полу- 
ченннн результат позволяет сде- 
лать качественнне внводи, справе- 
д л н в н е , как это показано ннже, и 
для обшего случая. Кинетический 
режим протекания реакции, а сле- 
довательно, н наибольшая произво- 
дительность биореактора и иаи- 
н и сш ая  экономическая эффектив- 
ность нспользовання фермента до- 
стигаются при достаточно малнх 
значениях модуля Тиле, обеспече- 
нне котормх является задачей ис- 
следователя и проектировшика.
Формула (9.19) указмвает, что при 
установившейся диффузии и кинетических параметрах фермен- 
та k2 и /См внбор иосителя должен учитнвать средиий диаметр 
пор R н размер частиц 2L, а также количество фермеита, на- 
поснмого иа едиинцу поверхности носителя f£]o.

Умеиьшеиию модуля h способствуют: подбор иосителя с воз- 
можно более крупннми порами и малнм размером частиц, 
а также нанесение на его поверхность ие слишком большого ко- 
личества активного белка. Понятно, конечно, что крупиопори- 
стне носители имеют меньшую удельную поверхность, мелкие 
носители создают повншениое гидравлическое сопротивление в 
аппаратах, особенно колонного типа, а малая поверхностная 
концентрация фермеита заставляет использовать большее коли- 
чество катализатора (по массе носителя), что укрупняет аппа- 
ратуру и невнгодно технологически. Таким образом, в каждом 
конкретном случае речь идет о подборе оптимальной величинн 
модуля h, причем для более активннх ферментов с внсокой по- 
верхностной концентрацией надо подбирать мелкие крупнопори- 
стне носители и наоборот.

Определение модуля h в виде уравнения (9.19) указнвает и 
наиболее удобннй путь внявления влияния диффузии в порах, 
т. е. оценки режима протекания реакции; таким путем является 
проведение параллельннх экспериментов с единственннм изме- 
няюшимся параметром — размером частнц. Действительно, ес- 
ли при прочих равннх условиях опнтн с различной величиной 
2 L дают одинаковне результатн по преврашению субстрата, то 
можно утверждать, что процесс протекает в кннетическом 
режиме. Если измельчение катализатора— уменьшение L  — 
приводнт к росту его пронзводительности, это может служить 
надежннм доказательством влияния диффузионннх факторов, 
т. к. прн уменьшении модуля h (путем уменьшения L )  произ-

Рнс. 9.5. Изменение фактора 
эффектнвности / в зависимости 
от модуля Тиле

255



водительность возрастает за счет увеличення эффективности 
использования внутренней поверхности nopu f.

Следствнем этих рассуждений служит рекомендация про- 
должать дробление иосителя, если это возможно, до достижения 
ero размера, обеспечнваюшего кинетический режнм процесса. 
Если это невозможно из технологических соображений и подбор 
более крупнопористого носителя тоже не удается провести, сле- 
дует подумать о целесообразности заменн пористого носителя 
непорнстим, которьж позволил бь! полностью использовать ка- 
талитические свойства фермента.

Попутно заметнм, что уравнение (9.18) н рис. 9.4 позволя- 
ют определнть необходимую толшину порнстон мембрани, ко- 
торая способна полностью изолировать одну часть раствора от 
субстрата, находяшегося в другой ero части. В этом случае сле- 
дует создать такой размер L  и концентрацию иммобилизован- 
ного в порах фермента [ E J 0, чтобн концентрацня [S ] достигала 
заданного малого зиачения в интервале

В некоторих случаях интерес может представить проведение 
реакции в области нулевого порядка по субстрату, т. е. при ско- 
рости, близкой к fmix. В таком варианте уравнения (9.15)

решение нмеет внд

Для завнснмостн (9.25) физический смисл — неотрицатель- 
ность левой частн — сохраняется при условни Л0^ У 2 , в этом 
случае нулевой порядок по субстрату сохраняется по всей дли- 
не nopu и процесс протекает в кинетнческом режиме со скоро- 
стью, близкой к максимальной. При /г0>>2 скорость реакции в 
полупоре падает, т. к. субстрат достигает лишь некоторого се- 
чения nopu при x<.L, а эффективность использования фермен- 
та на поверхности nopu (рнс. 9.5) сннжается с ростом модуля 
h0 по гиперболнческой зависимости f = \2/h0.

Несмотря на отсутствие решения у обшего уравнения (9.15), 
ero оказалось возможним решить численним интегрированием 
н получить таким образом графическне зависимости в коорди-

(9.25)

причем модуль h0 равен

(9.26)
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натах [S J =/(*). Для этого удобно привести уравиеиие (9.15) к 
безразмерному внду

Т Ғ = - С f t r  (9-27>
подстановкой переменних «= [S ]/ [S jo  и \= x!L, прнчем гра- 
ннчние условня приобретают форму u (0 ) = l, м '(1)= 0 , а кон-
стаити находятся по формулам К\ = » K 2 = KnJ[S\o-

Преобразование уравнення второго порядка (9.27) к снсте- 
ме двух уравнений первого порядка подстановкой у\ = и, у г = и' 
дает два линейних дифференциальних уравнения

- ^ j p  =  q> = J  (у<">) (j/<n+,)-«/(")), (9.28)

где л = 0 , 1, 2 . . .  — номер вектора приближения при расчете,
т.е. у{п)= (у |(я); г/2<л)) — л-е приближение к решенню задачи.

Компоненти вектора <р равни ф1 = 1/2, <fi = K\y\l(Ki-\-y\), 
а матрица Якоби

'  О Г Ч -
причем i, /= 1, 2 .

Система уравнений (9.28) решалась чнсленно методом Рун- 
ге— Кутта в диапазоне £ от 0,0 до 1,0 до сходнмости в каждой 
нз 2 0 точек, вибранних в указанном интервале ( е < 10~6). Ре- 
зультати представлени графически на рнс. 9.6—9.8, которие 
позволяют оценить влияние диффузнонних и кинетических фак- 
торов на скорость процесса. Рнс. 9.6 показивает, что принци- 
пиально вид зависимости «= [S ]/ [S jo  от % = x/L не отлнчается 
от представленной ранее для частного случая [ S jo ^ /См 
(рис. 8.4): прн больших значеннях константи k\ концентрация 
субстрата в поре падает резко и может достигнуть нулевого 
значения на участке О^дг^/. (т. е. | ^ 1 ) .  Увеличенне коистан- 
ти k2 несколько сглаживает это негатнвное явление: на рис. 
9.6 (а—г) видно, что при одинакових k\ крнвая u = f(%)  ндет 
более полого при больших зиачениях k2. Наиболее наглядно это 
демонстрируется на рисунке 9.7, где дана завнснмость и от % 
при различних k2 и одинаковом k\.

Характерная зависнмость текушей концентрации субстрата 
[S ] от х получается при различних велнчннах соотношения 
k\/k2. Большая велнчина этого отношения прнводнт к значнтель- 
ному влиянию константи k\ (рис. 9.8, а), тогда как сравнимие 
величини k\ и k2 прнводят к относительно слабому влиянию 
каждой из констант в отдельностн; снижение концентрации оп- 
ределяется в этом случае отношением констант (рис. 9 .8 , 6 ):
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Рис. 9.6. Профиль коицеитрации субстрата внутри nopu в зависимости от ве* 
личиии k\ при фиксированних значениях kj\ 
а — 0.5; 6 — e — *,-5.0; « — *»— Ю.О

чем оно меньше, тем слабее влнянне диффузионних факторов.
Даниое вьипе определенне констант уравнения (9.27) пока- 

зивает, что обе они обратно пропорциональни [ S J0, т. е. их от- 
ношение не зависит от концентрации субстрата в потоке. Как 
вндно из рис. 9.6—9.8, кинетическому режнму протекания реак- 
ции в порах носителя с иммобилнзованним ферментом способ- 
ствует увеличение k3 и снижение k\. Влиянне константи k\ осо- 
бенно велико: при соотношении k\/k2=\00 концентрация суб- 
страта снижается до нуля при £=0,5ч-0,7, если соотношение 
k jk 2 составляет 10 7/1 0 5 или 10/0 ,1, а при соотношении 1 : 0,01 
[S ] достигает половини [SJo в середнне nopu при x = L  (рис. 
9.8, а). Это указивает на то, что пологий профиль концентрации 
субстрата внутри nopu может бить достигнут, в частности,
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Рис. 9.7. Профиль концентраций суб-
страта внутри порм при фиксирован- л ..... ....... .....  I .. .............. . v

U

0,25 0,5 0,15 1,0 §

U

иом значении /tj—• 1,0 н разлнчнн.к 
значениях kt

Ц25 0,5
а

Ц75 1,0 5

Рис. 9.8. Профиль концентрацнй суб- 
страта внутри порн прн различннх 
значениях соотношения k\/k2

U

и увеличением концентрации [S]o в потоке. Наиболее сильннми 
факторами остаются, как и раньше, размер частиц 2L  и радиус 
пор R. которие входят только в константу

Обший вьшод нз рассмотреиия решеиия уравнения (9.27) 
заключается в том, что, несмотря на более сложньш характер 
зависимости [S] от х виутри nopu, основиие качественние ре- 
комендацин не отличаются от сделанних ранее при рассмот- 
рении частной задачи ( [ S ] 0</(m). Чем активнее фермент и чем 
више его концентрация иа носнтеле, т. е. чем више rmix, тем 
большее внимание следует уделять подбору носителя для иммо- 
билизации, в первую очередь размеру его частиц и среднему 
днаметру пор. Критерием правильного вибора носителя, т. е. 
эффектнвного использования нанесениого фермента, является 
независимость производительности аппарата (с фиксированни- 
ми параметрами работи) от размера частиц носителя, что воз- 
можно только при кинетическом режиме протекания процесса.

В заключение рассмотрим влияние диффузии иа скорость 
реакции трансформации оргаиических вешеств под действнем 
иммобилизованних клеток микроорганизмов. Хотя в этих слу- 
чаях обично используют включение клеток в полиакриламид-
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ннй или другой гель, как твердую основу, которую далее дро- 
бят на отдельнне зерна, в первом приближении можно считать, 
что модель простой цилиндрической порн пригодна для грубого 
описания процесса (рнс. 9.3). Единственннм принципиальннм 
отличнем можно считать то, что клетки не прикрепленн к стен- 
кам пор, а свободно перемешаются в пределах некоторого ма- 
лого объема внутри порн. Можно полагать, что заведомо неци- 
лнндрическая форма каналов в кусочках геля учитнвается неко- 
торнм эффектнвннм коэффнцнентом днффузин D *, которнй 
описнвает массоперенос в сложной пористой структуре геля.

Рассмотрение стацнонарного состояния такой системн, ког- 
да разность диффузионннх потоков субстрата на входе и внхо- 
де элементарного объема равна скоростн химического превра- 
шення в этом объеме, приводит аналогнчно (9.14) к равенству

Прн вьтводе уравнения (9.28) принимается, что зависимость 
скоростн преврашения субстрата от его концентрации под дей- 
ствием ферментннх систем иммобилизованннх клеток описнва- 
ется уравнением Михаэлиса — Ментен, прнчем rmax=£[WK|, где 
k — эффективная константа скорости преврашения субстрата в 
продуктн, [WKJ — средняя концентрация клеток в объеме геля. 
В условнях, когда эффектнвное зиаченне константн К « много 
больше концентрации субстрата в среде, омнваюшей частицн 
геля-носнтеля (/Cm>[S]0), уравнение (9.28) приводптся к внду

причем граничнне условия не изменяются: [S ] = [S]o при х= 0  
и rf[SJ/rfjc = 0 при x = L, т. к. частицн геля с клетками доступнн 
для диффузии по всей своей поверхности.

Очевидно, что решение дифференциального уравнения вто- 
рого порядка (8.29) будет полностью аналогично решенню, рас- 
смотренному внше для уравнения (9.16):

а концентрация субстрата в середине частицн определяется ве- 
личиной

_  я R'-D* Ьх = -пП-Ьх  1т ^ -тсТ dtr* a m ;- [S J
(9.28)

(9.29)

[ , ] / п*км x
rma\

(9.31)
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Таким образом, все приведеинне гшше вмводи о влиянии 
диффузиошшх факторов и параметров иоснтеля на эффектнв- 
ность процесса остаются в принципе правильньши и для случая 
иммобилизации клеток, однако в этом случае радиус пор дол- 
жеи определяться чисто физической возможностью удержать 
клетки внутри частицн, а определяюшим параметром носителя 
остается размер его гранул 2L. Иммобилизованние клетки бу- 
дут тем эффективнее использоваться в биореакторе, чем мень- 
ше глубнна диффузии субстрата L  и више коэффициент диффу- 
зионного переноса D*, определяемий свойствами геля-носителя 
и реакцнонной среди. Напомним, что эти виводи справедливи 
только тогда, когда високая скорость обтекаиия частиц жид- 
костью обеспечивает отсутствие внешних диффузионних сопро- 
тивленнй, т. е. совпадение концентраций субстрата в потоке и 
на внешней поверхности частици-носителя.

• • •

В заключение § 9.1 и 9.2 следует отметить, что все реакцпи, 
осушествляемие иммобилизованними ферментами или клетка- 
ми, закрепленнимн в пористом носнтеле, протекают через ряд 
последовательних стадий, которий в обшем случае включает:

1) массоперенос субстрата из ядра потока к наружной по- 
верхности твердих частиц;

2 ) массопереиос (диффузия) субстрата внутри пор к моле- 
кулам фермента или клеткам;

3) комплексообразование фермента с субстратом и превра- 
шение последнего в продукти или транспорт субстрата в клет- 
ку, преврашение его под действием мультиферментних систем 
клетки и перенос продуктов через клеточную стеику;

4) диффузию продуктов внутрн пор к их устьям;
5) массоперенос продуктов от наружной поверхности частиц 

в ядро потока и виход из биореактора (проточного);
Кннетика основной — третьей — стаднн обшего процесса опи- 

сана в главе 6 , лпмнтированне на стадиях первой и второй рас- 
смотрени више.

Bonpocu влияния четвертой и пятой стадий, связанних с 
массопереносом продукта от места его образования в поток 
жидкости, омиваюшей частици с нанесенним ферментом или 
включениими клетками, изучени очень слабо. В большинстве 
случаев все наблюдаемие явления удается объяснить и опи- 
сать, не прибегая к предположениям о лимитировании процес- 
са стадией транспорта продуктов, хотя такое явление и иельзя 
в принципе вообше исключать из рассмотрения, особенно для 
реакций биосинтеза, когда получаюшиеся продукти по молеку- 
лярной массе значительно превосходят исходние вешества.
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§ 9.3. Диффузионние ограничения в процессах 
культивирования микроорганизмов и клеток

Глубннное культнвнрованне аэробних мнкроорганнзмов, 
а также вьфашнвание культур клеток и тканей всегда пред.’ 
ставляет собой сложнмй гетерофазньж процесс, в ходе которого 
протекают н массоперенос газов, прежде всего кислорода, 
в жндкую фазу и обратний переход газообразних продуктов  ̂
например углекислоти. Для таких процессов характерна одно- 
временная завнсимость скорости и от диффузнонних, и от кине- 
тических факторов, однако система «газ — жндкость — клетки» 
является, по сувдеству, трехфазной, что неизбежно создает до- 
полнительние трудности для описания даже по сравнению со 
сложними газожндкостними двухфазиими системами.

Проннкновение растворенних в жидкой фазе — обично вод- 
ной — субстратов, в том числе и газообразних, в клетку про- 
нсходнт путем диффузионного переноса к клеточной стенке с 
дальнейшим транспортом через мембрану внутрь клетки. Это 
явление может бить в принципе удовлетворнтельно описано 
моделью массопереноса к поверхности твердой частици, рас- 
смотренной в § 9.1, поскольку клетки принято считать «условно 
твердой» фазой. Сопротивление этому процессу может оказать- 
ся достаточно большим и лимитировать обшую скорость только 
в условнях неперемешиваемой жидкости и неподвижних кле- 
ток, например при анаэробном росте без перемешивания.

Для аэробного культивирования в аппаратах с мешалками 
или колонних биореакторах диффузионним сопротивлением на 
границе «клетка — жидкость» можно пренебречь в тех случа- 
ях, когда речь идет об отдельно растуших клетках, не связан- 
них в агломерати и не образуюших мицелия. Как показано в 
целом ряде исследований, снстема из отдельно развиваюшнхся 
клеток мнкроорганнзмов, находяшихся в жидкой аэрируемой по 
объему среде, может нспитивать влияние массопереноса на 
границе раздела «газ — жидкость», но практически никогда не 
лимнтируется переносом вешеств в клетку или обратним транс- 
портом продуктов.

В предидушей главе рассмотрен вопрос о лнмитнровании 
роста микроорганизмов каким-либо нз питательних вешеств. 
В частности, такнм лимитируюшим компонентом может бить и 
вешество, поступаюшее из газовой фази, например кислород. 
Завнсимость скорости роста культури от концентрации кисло- 
рода в жидкой фазе представлена в самом обшем виде на 
рис. 9.9, для этой кривой характерни три участка; на первом 
участке зависимость удельной скорости роста ц от [Ог]ж прак- 
тнческн линейна, на втором — после закругления кривая пере- 
ходит в прямую, параллельную оси абсцисс, на третьем — на-
262



Рнс. 9.9. Изменение удельной скорости роста ц ukro, 
,i потребления кислорода го, с ростом концентра- 
цни 0 2 в жндкой фазе (пояснения в тексте)

блюдается снижение ц с ростом кон- 
центрации кислорода в жидкости. Пер- 
вий  участок зависимости соответствует 
лнмитированию роста клеток кислоро- ‘
дом, когда скорость потребления кисло- 
рода r0f =Л[0 2]н<, причем k=kot [N K],
где kot — интенснвность днхания в мл 0 2 на единицу концент- 
рации клеток в единицу времени, [yVKJ — концентрация клеток. 
Второй участок на рис. 9.9 описивает смеиу лимитируюшего 
вешества, т. к. скорость роста перестает зависеть от коицеитра- 
ции растворенного кислорода, а третий указивает на ингибиро- 
ваиие роста кислородом, которое наблюдается для некоторих 
тнпов микроорганизмов.

Влияиие днффузионних факторов на рост популяции может 
наблюдаться только на первом участке при лимитировании рос- 
та вешеством, поступаюшим нз газовой фази. В этом случае 
газообразний компонент переходит в жидкую фазу — абсорби- 
руется в ней — со скоростью, определяемой физико-химнчески- 
ми свойствами газа и жидкости, а также гидродинамической 
обстановкой в аппарате. В отсутствие клеток или другого пути 
потребления газообразного компонента насишение жидкости 
этнм вешеством возможно до некоторой равновесной концентра- 
цни, которая определяется растворимостью компонента А в 
жилкой фазе Сд. Присутствие клеток, которие потребляют этот 
компонент со скоростью /ч^Ага^Л^Са.ж, способствует постоян- 
ному понижению концентрации А в жидкой фазе СА. ж, кото- 
рая поэтому всегда будет ниже равновесной Сд,ж < С а. В свою 
очередь, равновесная концентрация связана с концентрацией в 
газовой фазе через константу фазового равновесия (коэффи- 
цнент распределения) кл : Са = ТаСа г • Прн некоторой условно 
постоянной концентрации клеток [WK1 скорость потребления 
компонента А клетками и скорость его транспорта нз газовой 
фази должни бить одинаковими, поскольку каждая из этих 
величнн будет определяться концентрацией СА,ж, которая до- 
стигнет некоторого стационарного значеиия, как это видио из 
модели процесса.

К  настояшему времени опубликовано большое количество 
работ, рассматриваюших закономерности массопереноса на гра- 
нице двух подвижннх фаз, прежде всего на поверхности разде- 
ла «газ —  жидкость». Наибольшее приближение к сушеству фи- 
зического явления дают теория обновления поверхности и пред-
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Рис. 9.10. Модель массопереноса в 
системе газ — жидкость по двупленоч- 
ной теории

ставлсния о межфазной тур- 
булентности, однако для прак- 
тических расчетов чаше всего 

тдкосп* пользуются двупленочной тео- 
рией, которая хотя и содер- 
жит ряд заведомо спорннх 
положений, тем не менее поз- 
воляет сделать виводи, каче- 
ственно подтверждаемие экс- 
пернментом. Согласно этой 
теории с обеих сторон к по- 
верхностн контакта фаз при- 
микают тонкие пленки (рис. 
9.10), в которих и сосредото- 
чено сопротивление массопе- 
реносу. Предполагается, что 
внутрн пленок отсутствует ка- 
кое-либо перемешивание, по- 
этому перенос вешества из 

ядра одной фази к поверхности раздела и далее в ядро дру- 
гон фази пронсходнт путем молекулярной диффузии, причем 
малая толшина пленок позволяет использовать закон Фика в 
виде конечних разностей, т. е. для единичной поверхностн кон- 
такта фаз

r2 = -gi(C2 — С,); Г1 =  -^-(С' — С,).

Для количественних расчетов приходнтся также допустить, 
что на поверхности раздела фаз устанавливается термодина- 
мическое равновесие, т. е.

c;*=vc;.
В этом случае оказивается, что обший коэффицнент массо- 

передачи р связан с коэффнциентамн массоотдачи в фазах Pi = 
= D \!Ь\ и $2= D 2/6 i по правилу суммирования сопротивлений:

1/р= 1/р4 +  l/pt (9.32)
Как и ранее, здесь использовани обозначения: Z)< — коэффи- 

циент молекулярной диффузни и б< — толшина пленки в соот- 
ветствуюшей фазе.

Первим следствием из пленочной теории массопередачн яв- 
ляется возможность большого различия в сопротивленнях раз- 
них фаз, тогда одним из слагаемих в правой части (9.32) мож- 
но пренебречь и сделать вивод о так називаемом сосредоточе- 
нин сопротивления в одной из фаз, первой либо второй, по 
рис. 9.10. Этот вивод полностью подтверждается практикой, 
прнчем для систем «газ — жндкость» сопротивление сосредото-
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Рис. 9.11. Сосредоточение сопротив- 
ления в жндкой фазе прн массопере- 
носе компонента А и потреблении его 
клетками

чено в газовой фазе, если 
газ хорошо растворим в жид- 
костн, как, напрнмер, аммиак 
нлн хлористий водород в во- 
де, или в жидкой фазе, как 
это отмечено для всех трудно- 
растворимих газов, к кото- 
рим относится кислород, во- 
дород, низшне н-алкани и 
т. д. при растворенни в водной 
среде.

Для мнкробнологических 
процессов, в первую очередь 
для глубинного культивирова- 
ния в аэробних услови- 
ях, можно считать, что со- 
протнвление массопереносу 
сосредоточено в водной фазе,
а коэффицнент массопередачи равен коэффициенту массоотда- 
чи в фазе жидкости (рис. 9.11). При достаточно хорошем пере- 
мешивании клетки равномерно распределени по объему жид- 
костн, а вследствие малой величини б можно пренебречь тем 
колнчеством клеток, которое оказивается в пленке жидкой фа- 
зи вблизи поверхности раздела фаз. Прн таком допушенин 
массоперенос компонента А нз газовой фази в жидкую будет 
протекать со скоростью

г„  =  Ра (С а - С а), (9.33)
а поступнвшее в жидкую фазу вешество А потребляется расту- 
шей культурой со скоростью

Га = Аа[Лгк1 Са. (9.34)
Прн нензменной илн мало меняюшейся концентрацин А в ra- 

зовой фазе и, следовательно, постоянной концентрации Сд си- 
стема из двух фаз с растушей в жидкой фазе культурой прихо- 
днт в стационарное состояние, прн котором потребление Аклет- 
камн полностью компенснруется его поступленнем нз газовой 
фазн, т. е. гд = гд. Это позволяет приравнять виражения (9.33) 
н (9.34) при условни, что под j}A будет поннматься поверхност- 
но-объемний коэффнцнент, отнесенний к поверхностн, заклю- 
ченной в едннице объема жидкой фази.

га  — гя =  IÂ kI Са = рА (СА — СА), (9.35)
Виражая из этого равенства концентрацию в объеме жид- 

кой фази Сл йг
РаС а = Ра+ а-а [.vK| (9.36)
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и подставляя ее виовь в (9.35), можно найтн скорость потребле'
ния вешества А из газовой фази

L n .  Га = Г ғ1+*а !Й )  Са “ кэ*С'А = ( 9 -?7)
где С А=-^— СА. г*

Из полученного равенства видно, что процесс потребления А 
сохраняет первий порядок по этому вешеству, т. е. что в обо^* 
шенное уравнение (9.37) концентрация С\ или CAl г входит в 
первой степени, так же как это бнло в уравнении (9.34), отра' 
жаюшем характер потребления растворенного А клетками. Вк<е‘ 
сте с тем эффективная константа скорости в уравнении (9.3^) 
представляет собой сложньж комплекс из константи скорос ги 
потребления растворенного вешества А и коэффициента е ? °  
массопереноса нз фазн II в фазу I (см. рис. 9.11). Сутествен* 
но, что в обшей завнсимости (9.37) сохраняется закон сумми* 
рования сопротивлений

~т~— =  т — |—7• * , , (9 .^8 )
Ра  1 ^a I ^ k I 4

т. к. обшее сопротивленне процессу потреблення вевдества А '— 
1/Л,ф — оказивается суммой диффузионного сопротивленИя 
( l / j t o )  и  так називаемого кинетического, включаютего параме?1"* 
pu брутто-процесса метаболизма — 1//гА[Л/̂ кJ •

Рассмотренная више модель процесса, включаюшая nocj*e* 
довательно перенос компонента нз фази в фазу и ero потребле* 
ние клетками в объеме жидкой фази, приводит к виводу о оУ* 
шествовании стационарной концентрации переносимого вешес?1"* 
ва в фазе, где происходит его потребление, т. е. о постоянст'ве 
во времени значения СА, определяемого виражением (9.30)- 
В течение временн, когда концентрация клеток [iVK] м е н я е т ^ я  
мало, концентрация СА будет постоянна, еслн СА> r также nei#3* 
менна, что обично и бивает на практике. Такое стационарн*°е 
значение СА будет устойчивим, т. к. сама система стремнт^я 
устранить внешнне возмушення: действнтельно, при случайнс->м 
возрастании СА по сравнеиию со стационарной величиной умен^ь- 
шится скорость массопереноса (9.33) из-за снижения двнжуш^® 
сили —СА) и одновременно возрастает скорость потреб^е* 
ння А культурой (9.34). Случайное воздействие, визвавшее сн н- 
жение СА, приведет к обратному эффекту и также визовет с^н- 
ли, возврашаюшне систему к стационарному состоянию, опис:ь«- 
ваемому (9.35) и (9.36).

Большой практический интерес представляют частние сл̂ У* 
чаи, возможние п р и  значительних различиях в  с о п р о т и в л е н и ^ х .  
(9.38).
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Если скорость метаболизма А очеиь велика за счет лиоо 
большой величинн kA, либо внсокой концентрации клеток [№*], 
то fcA[WKJ» jJA  и  д л я  обратннх величин — сопротивлеиий — спра- 
ведливо иеравенство

т г < т х к г -  (9ЗД)
Тогда (9.38) может бнть упрошено, поскольку малнм сопро- 
тивлением в сумме допустимо преиебречь, т. е. А:»ф « Р а и обшая 
скорость

га ®  Ра^а = Рл Са, r • (9.40)

Этот крайний случай соответствует диффузиониому режиму 
протекания процесса, причем сам характер зависимости (9.40) 
указнвает, что в таких условнях Сд^ 0 , т. е. культура потреб- 
ляет компонеит А, диффундируюший из фазн II при его почти 
полном отсутствии в жндкой — первой — фазе. Понятно, что все 
факторн, способствуюшие увеличению коэффициеита массопе- 
редачи рА, будут ускорять обшнй процесс культивирования за 
счет улучшеиия снабжения клеток лнмитируюшим субстратом, 
к этому же в прннципе будет приводить и увеличенне концеит- 
рации А илн его парциального давлення во второй — газовой — 
фазе.

Второй крайний случай, когда (Ja> £ a[AM, достигается в 
условнях медленного потреблення А культурой нли ее ннзкой 
концентрацни. Неравеиство

(9,41)
приводит в этом случае (9.37) к внду

rA «  А:а [А̂ к] СА = Аа [А к] Ск. г. (9.42)

Скорость потребления компонента А, согласно (9.42), опре- 
деляется только кинетическими факторами, т. к. такой режим 
можно назвать кинетическим.

В этих условнях массоперенос обеспечивает макснмально 
возможное сиабжение клеток компонентом, поступаюшим из га- 
зовой фазн, а текушая концентрацня СА, как это видно из срав- 
нення (9.34) и (9.42), практически не отличается от равновес- 
ной, соответствуюшей насншенню. Естественно, едннственной 
возможиостью для ускорения роста культурн в этих условиях 
становится повншение содержання А во второй фазе, т. е. рост 
парциального давлення А в газовом потоке.

Понятно, наконец, что между рассмотренннми частннми 
случаями $A<kx[N K] и Pa»*a[jVk] лежит достаточно широкая
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область, где значения этих велнчнн, а следовательно, н сопро- 
тнвлений сравними. Эту область принято називать переходньш 
режнмом, когда на обшую скорость потреблення А н роста куль- 
тури влияют н кинетические, и диффузионнне параметрн, роль 
которих меняется по мере прнближения к одному нз крайних 
случаев.

Нанболее простьш и надежннм способом внявления влия- 
ния диффузионннх факторов прн культнвнрованнн является нз- 
менение поверхностн контакта фаз, которое может бнть до- 
стигнуто интенсифнкацней гидродинамнческой обстановки в ап- 
парате. Экспериментальнне исследования поверхности раздела 
в системах «газ — жидкость» показали, что величина поверхно- 
стн контакта, отнесенная к единнце объема жидкости, возраста- 
ет пропорцнонально прнведенной скорости газа в колонннх ап- 
паратах. Особенно сильно она увеличивается с ростом интен- 
сивности перемешнвання в аппаратах с мешалками, где сооб- 
шаемая мешалкой энергия пропорциональна (в определенннх 
пределах) кубу частотн врашения и пятой степени днаметра ло- 
пастно-дисковнх (турбинннх) мешалок. В процессе роста куль- 
турн скорость потребления компонента, растворенного в газо- 
вой фазе, обнчно не зависит от частотн врашення мешалки, по- 
этому ускорение роста и потребления субстрата при ннтенси- 
фнкации гидродинамического режима в биореакторе указнвает 
на влияние днффузионннх факторов и на возможность увеличе- 
ния производительностн аппарата путем снятия диффузнонннх 
сопротнвленнй.

Достнжение концентраций растворенного кнслорода, прн ко- 
торой он перестает бнть лимитируюшим компонентом средн 
(участок I I  кривой на рис. 9.9), возможно, как уже отмечалось, 
путем роста концентрацин Ог в газовой фазе н (или) увеличе- 
нием коэффнцнента массопередачи за счет развитой поверхно- 
стн контакта фаз. Второй путь предпочтительнее, прежде всего, 
из экономнческнх соображений, т. к. не требует обогашения 
воздуха кнслородом, однако этим способом нельзя создать кон- 
центрацнн внше равновесной, т. е. внше растворимостн. Если 
оптнмальная концентрацня растворенного в воде 0 2 внше рав- 
новесной для воздуха, нензбежно использование газовоздушной 
смеси, обогашенной кислородом.

Для некоторнх культур концентрация кислорода, равновес- 
ная по отношенню к воздуху, оказнвается ннгнбируюшей, что 
соответствует участку l l l  кривой роста рис. 9.9. В этом случае, 
очевндно, нецелесообразно уменьшать содержание кислорода в 
газовоздушной смесн, поскольку тот же эффект может бнть 
достигнут некоторнм ограничением массообмена за счет мень- 
шей интенсивности перемешивания и т. п.

В заключение необходимо подчеркнуть, что все сказанное
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Buiue в § 9.3 относится к неассоциированньш культурам. Обра- 
зование агрегатов нз несколькнх клеток, а также довольно час- 
тое прнкрепление клеток к иеподвижним частям аппарата рез- 
ко меняет все зависимости, т. к. для таких положенин лимити- 
рование обично заключается в медленном проникновении суб- 
страта и другнх компонентов среди внутрь многоклеточних об- 
разований. В результате этого ассоциат может даже лизиро- 
ваться изнутри при нормальном развитии клеток, находяших- 
ся на поверхности; естественно, что количественние закономер- 
ности роста таких популяций не поддаются какому-либо апри- 
орному описанию.

КОНТРОЛЬНЬ1Е ВОПРОСЬ!

1. При протекашш процесса с участием нммобнлизованного ua твердой 
поворхности фермента устанавливается стационарное состояние, при котором 
скорости массопереноса субстрата н его преврашения равни между собой. 
Как ви объясннте в связи с этим понятне лимитировання одной нз стаднн та- 
кого процесса?

2. Биохимическая реакцня протекает в кннетическом режиме с участнем 
фермента, иммобилнзованного на твердой поверхности. Известно, что вешест- 
во Р  является ингибнтором фермента. Какие исследовання следует предпри- 
нять, еслн предполагается изучать влнянне Р на иммобилизованний фермент? 
Что изменнтся в содержанни исследований, если вешество Р  не ингибирует, 
а активирует иммобилизованний фермент?

3. Фермеитативная реакция протекает в днффузионном режиме с катали- 
затором, нанесенним на поверхность стеклянних шариков. Может лн такой 
процесс опнсиваться уравнением Мнхаэлнса — Ментен? Как может изменнться 
кннетнческое опнсание такого процесса прн сниженни эффективиостн переме- 
шивання жидкой фази?

4. Какови достоинства н недостаткн крупнопористих и мелкопористих 
носителей для нммобилизации ферментов?

5. Какови преимушества и недостатки методов нммобилизацни фермен- 
тов н клеток в природних и сннтетических полимерних гелях по сравнению 
с приемами, основаннимн на хнмическом связиваннн с твердой ннертной по- 
верхностью?

6. Какими могут бить диффузионние и технологическне осложнения прн нс- 
пользованнн клеток, нммобплизованних в геле, вследствне а) набухания геля; 
б) размноження культури; в) лизнса части клеток?

7. Как ви опишете днффузионние сопротивления, возникаюшне при аэроб- 
ном культнвировании: а) дрожжей на жидких и-алканах; б) бактерий на ме- 
тане (природном газе); в) дрожжей или бактерий иа метаноле?

8. При промишленном полученни микробного белка на н-алканах отмече- 
но положительное влияние на стадии ферментацнн поверхностно-активних 
вешеств, а при пронзводстве L -лизина регламентом предусмотрено введение 
в ходе биосинтеза поверхностно-активних вешеств, способних уменьшать пено- 
образованне. Какое влняние на гидродинамическую обстановку в биореакторе 
оказивают эти ПАВ и как с этнх позиций можно объяснить наблюдаемие эф- 
фекти?

9. Повиснть концентрацию растворенного в среде кислорода можно раз- 
ними способами — повишая массообменние характеристики (сульфитное чис-
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ло) биореактора, увеличивая давлеиие в аппарате или переходя на подачу 
воздуха, обогашеиного кислородом. Как ви объясните зффект, получаеицд 
в каждом из этих случаев, и сравните их принципиальную и технологическую 
эффективность?

10. В качестве одного иэ вариантов иммобнлизацин ферментов и псобенво 
клеток можно рассматрнвать примененне мембранних биореакторов. у котори* 
полупроницаемая мембрана удерживает лишь ферменти или клетки. Каковц 
особенностн этого способа по сравнению с другими известними приемамн — 
иммобилизацией в геле, на неподвижной твердой поверхностн, на днспергнро- 
ваиних в среде твердих частицах и т. п.?
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