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I. ВВЕДЕНИЕ

Ферменты, фиксированные различными путями для придания им во-
донерастворимости, в последнее время привлекают к себе все более ши-
рокое внимание. Полученные таким образом препараты .(иммобилизо-
ванные или стабилизированные ферменты) находят применение в хими-
ческой технологии, медицине, аналитической химии.

За последние годы в зарубежной и отечественной литературе появи-
лось большое число обзоров и ряд монографий, 'посвященных технике
иммобилизации и особенностям использования таких искусственных ка-
тализаторов '-14. Специальный обзор посвящен кинетико-термодинами-
ческим аспектам катализа иммобилизованными ферментами15. Вопросы
иммобилизации ферментов освещены в фундаментальном труде коллек-
тива авторов из Московского университета 16. Без сомнения, наибольшее
число работ, касающихся методов иммобилизации, посвящено методам
образования ковалентной связи между ферментом и носителем, особен-
но — полимерным. Количество публикаций в этой области все время
увеличивается. Тем не менее в обзорной литературе обширные сведения,
касающиеся этой важной области реакций между белками и синтетичес-
кими или искусственными полимерами, по нашему мнению, освещены
недостаточно.

Иммобилизация ферментов путем присоединения их ковалентной
связью к полимерным носителям основана на взаимодействии реакцион-
носпособных групп, входящих в макромолекулы полимерного носителя
и белка. В принципе в реакцию могут вступать следующие функцио-
нальные группы, входящие в состав аминокислот белков 4·1 6· " : карбо-
ксильные (концевые, а также глутаминовой и аспарагиновой кислот),
аминные (концевые, лизина, оксилизина), фенольные (тирозина), ими-
дазольные (гистидина), индольные (триптофана), сульфидрильные (цис-
теина), дисульфидные (цистина), гидроксильные (серина, оксипролина,
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оксилизина, оксиглутаминовой кислоты), гуанидиновые (аргинина), ме-
тилмеркаптогруппы (метионина), фенильные (тирозина, фенилаланина),
амидные (аспарагина, глутамина), и в некоторых случаях — пептидные
группы. Во многих случаях трудно определить, с какой именно группой
белка реагирует группа носителя. Так, например, ацилирующие группы
носителя могут вступать во взаимодействие как с аминными, так и с
окси- и меркаптогруппами фермента. Важнейшую роль при протекании
таких реакций играет пространственное расположение реагирующих
макромолекул.

При иммобилизации должен быть соблюден ряд условий. В частности,
реакция должна протекать в условиях, исключающих денатурацию
белка. Кроме того, функциональные группы носителя не должны реаги-
ровать с группами белка, ответственными за ферментативную актив-
ность5.

К сожалению, механизм реакций, применяемых для связывания фер-
ментов с полимерными носителями, ясен не во всех случаях. Это об-
стоятельство существенно затрудняет классификацию известных про-
цессов. Однако среди этих процессов встречаются как реакции за̂ ме-
щения, так и реакции присоединения при алифатических и ароматичес-
ких атомах углерода, а также при гетероатомах, протекающие в основ-
ном в соответствии с гетеролитическими механизмами. Радикальные
процессы используются значительно реже.

II. РЕАКЦИИ АЦИЛИРОВАНИЯ

В реакции ацилирования под действием носителя могут вступать
аминные, окси-, меркапто- и гуанидиновые группы ферментов. Хотя наи-
более реакционноспособными из них являются аминогруппы, направле-
ние реакции существенно зависит от ряда факторов, в частности стери-
ческих, рН среды и т. п. \

1. Ацилирование полимерными азидами

Одной из первых работ по ковалентному связыванию белков с син-
тетическими или искусственными полимерами 'была работа Михиля и
Эверса, которые в 1949 г. для этой цели использовали активированную
превращением в азид карбоксиметилцеллюлозу18. По· сути дела этот
способ являлся модификацией известного азидного метода синтеза пеп-
тидов, предложенного Курцисом в 1902 г.19.

В данном случае схема химических превращений принимает сле-
дующий вид *:

П—ОСН2СООН -> П—ОСН2СООС2Н6 -* П—0СН а С0ШШ 2 -»

Стадия взаимодействия азида с функциональными группами белка про-
текает при Ό—5° в течение 1—2 час в слабощелочной среде. В этих усло-
виях азиды реагируют преимущественно' с аминогруппами; однако они
могут вступать также во взаимодействие с гидроксильной и меркапто-
группами. Так как последние часто участвуют в деятельности активно-
го центра фермента, образования тиоэфиров в этих случаях стараются
избежать. Для этого, например, меркаптогруппы временно защищают·
введением ртутьортанического остатка в результате реакции с м-окси-

* Здесь и далее Π — остаток полимерной цепи носителя, Φ — остаток белковой це-
пи фермента.
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меркурбензойной кислотой. После проведения реакции с носителем эта
защитная группа может быть удалена в слабокислой среде (1Ο~β Μ
НС1) 4 · 2 0 · 2 1 :

,NH2 HQHgCH^cooH ώ / Ν ^ 2 n-coN3

^ S H \S—HgC6H4COOH
/NHCO—Π H + /NHCO—Π

\s.-HgC eH 4COOH \ S H

Азидный метод использовался достаточно широко 2 0-3 2>3 4-6 9; более или
менее подробно он рассмотрен в ряде обзоров 1~~8·iS·69.

В общем случае процесс иммобилизации существенно усложняется
ввиду возможного протекания ряда побочных реакций с участием азид-
ной группы и продуктов ее превращения. В частности, при взаимодей-
ствии HNO2 и гидразидов могут образовываться наряду с азидными
неактивные амидные и активиые изоцианатные группы:

и HNO, п

^NHNH 2

 X NH—N=NOH

Изоцианатные группы в свою очередь могут реагировать с различными
группами белка (преимущественно аминными), но также могут после
омыления до аминных групп давать мочевинные группировки в самом
носителе. Все это требует строгого соблюдения оптимальных условий ре-
акции (определенные температура, рН и др.) (см.16, стр. 159). Опреде-
ленные неудобства создает также невысокая стойкость азидных групп,
не позволяющая сохранять активность носителей длительное время.
В последнее время азидный метод применяется довольно редко.

В качестве карбоксилсодержащих полимеров чаще всего· использова-
лись карбоксиметилпроизводньге полиуглеводов, например целлюлозы
и декстрана 33> 5 0 '6 0 '6 3 > 69> 165. Используя азидный метод, можно в каче-
стве носителей применять и полимеры, не содержащие карбоксильные
группы. Так, авторы42 вводили в полимер гидразидные группы обра-
боткой гидразином сшитого полиакриламида:

n - C O N H a 1 ^ ^ Π-CONHNH,

На полученном полигидразиде (фирменное название «Энзакрил АН»)
после превращения его в азид был иммобилизован ряд фермен-
тов 4 2 · 5 3 - 5 9 .

Описано также применение для связывания ферментов растворимо-
го в боратном буфере азида полиакриловой кислоты44. Из других при-
менявшихся носителей можно отметить гидразидное производное ага-
розы66, азид полиглутаминовой кислоты67, сополимер азида малеино-
вой кислоты с акриламидом и метилен-б«с-ариламидом 68, полимерный
азид, полученные из привитого сополимера целлюлозы и метилакри-
лата 80.

2. Ацилирование в присутствии карбодиимидов

Из пептидного синтеза заимствован также карбодиимидный метод,
получивший достаточно широкое распространение. Низкомолекулярные
карбодиимиды могут использоваться в качестве сшивающих агентов
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самостоятельно, без полимерного носителя; в то же время большое чис-
ло работ посвящено активации карбодиимидами карбоксильных групп
полимерного носителя с последующим присоединением молекулы бел-
„ о 70-79, 81-96

N ^ R О N—R О О
!! II II Η 2 Ν - Φ II II

П—СООН + С -> П—СО-С 2iiL2_^ П — С — Ν Η - Φ + R—NH—С—NH—R
II J

N^R NH -̂R

Иногда в этой реакции вместо наиболее часто используемого дицикло-
гексилкарбодиимида применяют водорастворимые карбодиимиды " · 8 7 ~
90, например хлоргидрат 1-этил-3-(3-диметиламинО'пропил)карбодиими-
да 8 8 · 9 5 , хлоргидрат 1-циклогексил-3-(л-диэтиламиноциклогексил)карбо>-
диимида, метил-я-толуолсульфонат-1-циклогексил-3-(2-морфолино-4-
этил)«арбодиимид90 (см. также 16, стр. 170).

В качестве карбоксилсодержащих полимеров наиболее широко ис-
пользуют карбоксиметилцеллюлозу 6 3·7 0·7 2·7 9· 8 Ζ · 8 3 , сополимер акрилами-
да и акриловой кислоты 7 7 · 7 8 · 8 3 · 8 8 · 9 0 - 9 2 . Однако могут быть использованы
другие полимеры, например карбоксиметилсефадекс82·83, производные
сефаровы 87, полиамиды 62, сополимер 2-оксиэтилакрилата и метакрило-
вой кислоты 86. В работе 96 при помощи карбодиимидов связали с карбо-
ксилсодержащим носителем ес-амилазу. При этом в качестве носителей
применяли полипропиленовую ткань, на которую была привита поли-
акриловая кислота, а также частично гидролизованную полиэтилентере-
фталатную пленку.

В качестве носителей применялись также незамещенная целлюлоза \
сополимеры N-винилпирролидона и ненасыщенных кислот93, СН-сефа-
роза 4В и АН-сефароза 4В, содержащие группы —OCONH(CH2)6COOH
и —OCONH(CH2)6NH2 (см.16, стр. 172).

Авторы работы8 9 применили для иммобилизации пепсина по этому
методу частицы оксиалкилметакрилатных гелей (коммерческое название
«Сферой»). Частицы геля активировали бромцианом, а затем к ним
присоединяли гексаметилендиамин или аминокапроновую кислоту, в
результате чего получали полимеры, содержащие карбоксильные и
аминные группы. Иммобилизацию проводили в присутствии 1-этил-З-
(З-диметиламинопропил)карбодиимида.

Карбодиимидом можно активировать карбоксильные группы не
только носителя, но в принципе и фермента':

Ф-СООН + Η2Νκ_Π R-N-c = N-^_ φ^.αθΝΗ-Π + R-NH-CO-NH-R

В этом случае активированный фермент присоединяется к аминосодер-
жащему полимеру, например аминоетилцеллюлозе6. Карбоксилсодер-
жащие ферменты> связывали при помощи дициклогексилкарбодиимида
с продуктом взаимодействия сополимера этилена и малеинового ангид-
рида с гексаметилендиамином 94.

3. Ацилирование в присутствии реактива Вудворта

В 1961 г. В у двор τ с сотр.97 описали применение в пептидном синтезе
активированных эфиров, полученных на основе ]М-этил-5-фенилизоксазо-
лий-З'-сульфоната. Позднее эту реакцию применили 9 8 ' " для получения
нерастворимых препаратов, обладающих ферментативной активностью;
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этот метод был использован также в ряде других работ 4 1 · 1 0 0 · 1 0 1 :

so- so:
1 Г 3

п-соон + | ||
^/Ч о

I! I !
НС N~C 2H 5 H C - C - N H - C 2 H 5

so;
Υ

-> Π—CONH—Φ + НО—С—L I

HC-CONHC2H5

Реактивом Вудворта активировали карбо<ксилсодержащие полиме-
р ы — карбоксиметилцеллюлозу 9 \ сополимер· L-аланина и L-глутами-
новой кислоты 1 6 · с т р - 173. Преимущество этого процесса состоит в том,
что он протекает достаточно быстро в мягких условиях4. Кроме того,
в этом случае легко контролировать количество введенных активных
групп носителя 5. Этот метод может дополнять только что рассмотрен-
ный карбодиимидный метод, поскольку при первом реакция протекает
в щелочной среде, а при втором — в кислой 4.

4. Ацилирование полимерными ангидридами

Способность полимерных ангидридов взаимодействовать на холоду
с белковыми молекулами ферментов (с образованием прежде всего
амидных групп) впервые была использована, вероятно, в 1964 г.102· '0 3.
Впоследствии этот метод получил широкое распространение 21·45· 100·
102 — 104, 106-145

/СОЧ /
П< >О + Η2Ν—Φ -* П<

ЧХХ ХСООН

Преимущественно применялись сополимеры малеинового ангидри-
да (например,46· 102·103· "2 · 134· 1 3 9 ) . Однако' имеются работы по примене-
нию сополимеров ангидрида метакриловой кислоты 125· 13°, а также ан-
гидридов итаконовой и цитраконовой кислот133, гомополимера ангид-
рида метакриловой кислоты 208. В качестве сомономеров с малеиновым
ангидридом использовали этилен 1 0 2 · 1 0 3 · 1 3 9 , а также дивиниловый эфир
бутандиола 45>131, этилвиниловый эфир и дивиниловый эфир 133· 134, ви-
нилметиловый эфир 136· 144, алкилендиакрилатьг138.

Кремер с сотр. получили и использовали для иммобилизации фер-
ментов сополимер, содержащий 32 мол.% ангидрида метакриловой кис-
лоты, 67 мол.% акриламида и 0,5—1,0 мол.% метилен-быс-акриламида
125, 1зо, 14з_ д л я иммобилизации использовали также гомополимер малеи-
нового ангидрида 14\ ряд других ангидридсодержащих полимеров145.
В частности, ангидридные группы, предназначенные для реакции с бел-
ковой молекулой, получали нагреванием до 180° сотюлимера малеино-
вой кислоты, акриламида и метилен-бис-акриламида б8.

Описано фиксирование на аминосодержащих носителях растворимых
продуктов взаимодействия ферментов с сополимером этилена и малеи-
нового ангидрида 137· 140. Исследовано влияние на активность фермента

10 Успехи химии, А'е 11
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количества ангидридных групп в молекулах носителя141. Сополимеры
ангидридов ненасыщенных карбоновых кислот могут быть использованы
как в виде гранул, так и в виде пленок или покрытий ) 3 2 · 1 3 6 .

5. Ацилирование циклическими карбонатами полимерных спиртов

Этот метод предложен Кеннеди с сотр.146"154 и заключается во взаи-
модействии ферментов с полимерами (главным образом, полисахари-
дами), содержащими транс-3,4-циклические карбонатные группы, кото-
рые вводят в полимер реакцией полимерного спирта с этилхло<рформиа-
том. Реакция с белком протекает по следующей схеме154 при ~4° в
лимоннокислом буферном растворе рН 5,4:

( >С=О + Η2Ν*-Φ -» П<
XX

/ т

П( >С= + 2 <
Х Φ

Позднее появились работы, в которых для подобных реакций исполь-
155

зованы другие полимерные спирты и, в частности, полиаллиловыи
спирт153.

6. Прочие методы ацилирования

В последние годы разработан ряд других методов иммобилизации
с использованием реакций ацилирования, преимущественно с образо-
ванием амидных групп за счет аминогрупп белковой молекулы1.

Так, авторы работ 1 5 6-1 5 8 применили в качестве носителя сополимер
стирола и 4-винилбензойной кислоты, проводя реакцию с ферментами
в присутствии карбонилдиимидазола в диметилформамиде:

Η

о
J

О / N \N-C-N/ Ι Υ Ν II
П-СООН -=^- = ^ -> Π—C—Ν/ j iWt*_^ п ^ С 0 ! Ч Н _ ф + Ν

Эти же авторы предложили проводить реакцию носителя (сополи-
мера 4-метакрилоксибензойной кислоты и дивинилбензола) с амино-
группами ферментов, вводя в реакцию в качестве активатора N-зтокси-
карбонил-2-этокси-1,2-дигидрохинолина 1 5 9 · 1 6 0 . Реакция, очевидно,, про-
текает через стадию образования смешанного ангидрида:

п ^ с о о н — о = с ~ ~ О С г Н ' — > п-со—о—со—ос 2 н 6 + с 2 н 6 о н +

+Η'Ν Φ-̂  Π-CONH—Φ•+ СО2 + С2Н5ОН

Эта реакция применена также в 1 6\ причем в качестве носителя исполь-
зованы карбоксиметилцеллюлоза и карбоксиметилдекстран (сефа-
декс) 161.

Описаны полимерные ацилирующие носители, содержащие хлоран-
гидридные группы'162·164-166.

Полимерный циклический N-кapιбoкcиaнгидιpид, содержащий 2,5-
диокса-4-оксахиназолиндионовую группу, использован для связывания;
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ряда ферментов при 0° в течение 20—72 час 167. Этот полимер получен
из хлорметилированного сополимера полистирола по следующей схеме:

CN CN

П-СН2С1 + HC-NHCOCH3 N a 0 C 2 H ' - > Π—СН2-С—NHCOCH3 — - »

1 1
О=С-ОС 2 Н 5 О=С-ОС 2 Н 5

,ΝΗ,ΗΒΓ χ Ν Η 2 /ΝΗ—С=О

2 2 2

\соон \соон ^с—о
II
о

Ацилирующими полимерными соединениями могут быть производ-
ные полиакриламида или его сополимеров, содержащие тиолактонные
группировки, выпускаемые под фирменным названием «Энзакрил поли-
тиолактон»168·169. Этот полимер может реагировать как с аминными,
так и с оксигруппами ферментов:

—СН 2—СН—

С = О
- С Н 2 - С Н -

Iс=о
I

ΝΗ + ΗΟ-Φ-ΝΗ 2 -
I
сн—с=о

I I
СН,—S

ΝΗ

HS-αν- сн-со-о-Ф—ΝΗ 2

—сн2—сн—

с=о
I

ΝΗ

Н2О-СН2—СН—CO-NH-Φ—ОН

Описано применение для иммобилизации ферментов полимерных но-
сителей, содержащих активированные эфирные группы, например со-
полимера акриламида и л-нитрофенилакрилата 17°; замещенной целлю-
лозы (Ц—OCH2CH2NHCO(CH2)2COOC6H4SO2CH3) (см.16, стр. 167);
полистирола, содержащего группу —СО(СН2)2—СО—О—C6H4NO2

1 7 1; час-
тично гидролизованного полиамида, в который активированную слож-
ноэфирную группу со спиртовым остатком N-оксиэтилсукцинимида вво-
дили следующим путем 172:

/ 1 Х 1 Г 1 2 (СН 2СО) гО

\соон ~* \соон (слрг

^ N H C O - (CH 2 ) a —CO-'

\со—о-со-ос2н5

/СО—СН2·/ ι
4 СО—СН2- п<

\со—сн2
/ N H C O - (СНг)2—NHCO—Φ

п(
XCONH—Φ

10*
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III. РЕАКЦИЯ АЗОСОЧЕТАНИЯ

Реакция азосочетания давно привлекала внимание исследователей,
работающих в области иммобилизации ферментов, мягкими условиями
протекания и легкостью введения в носитель диазотирующихся аро-
матических аминогрупп 173. Позднее эта реакция была использована во
МНОГИХ П а б о т а Х 2 6 · 3 4 · 3 8 · 4 2 ' 7°' 1 0 2 · 1 0 4 ' 1 0 9 ' И 2 ' 1 6 3 > 1 6 9 ' ) 7 4 - 2 0 2 · 2 0 4- 2° 7, 2 0 э , 2Н-243

В реакции азосочетания могут участвовать, например, следующие
функциональные группы белка:

Ν — с н
II II

НС С-Ф
4 Ν 7 Ν СН

Π-Ν2α

n-N=N-C С
\ N /

Η

+HO-f Λ-Φ ,Ν=Ν.

4-Η.Ν—Φ
+ ' —-» Π - Ν = Ν - Ν Η - Φ

Кроме этого, с диазосоединениями могут реагировать гуанидиновая и
меркаптогруппа. При этом во многих случаях в реакцию с одной груп-
пой белка могут вступать две диазогруппы 4.

Наиболее часто использовались носители: л-аминобензилцеллюлоза
(например, 2 6 · 1 7 3 · 1 7 4 · 1 8 7 · 1 8 8 · 2 3 5), n-аминостирол (например,1 7 4"1 7 6·1 9 9·2 i 4·2 1 8),
сополипептиды на основе и-аминофенилаланина (например, i07·177· i73·
164, г», 223) _ g качестве диазотирующегося носителя предложено также
применять продукт взаимодействия диальдегидкрахмала и 4,4'-диамино-
дифенилметана1 3 9·1 9 2. Вступая в реакцию с альдегидными группами
диальдегидкрахмала, диамин образует пространственную сетку. Из дру-
гих носителей отметим: полимер глутарового альдегида и л-фенилен-
дйамина2 3 3; восстановленные привитые сополимеры п-нитрофенилакри-
лата и поливинилхлорида, полипропилена, полиэтилена, сополимера
стирола и пропилена236; /г-аминобензамидогексилсефарозу237-240; антра-
нилаты полиуглеводов221·226·227; ароматические аминопроизводные поли-
акриламида 1 6 9 · 2 0 9 · 2 1 0 · 2 1 9 · 2 2 0 · 2 2 5; продукты взаимодействия частично гидро-
лизованного полиамида, ароматических диаминов, диизонитрилов и
альдегидов234; ароматические аминопроизводные шерсти, шелка, хитина,
фенольных смол2 4 1; поливинил-(З-амино)бензаль242.

Для получения диазотирующихся'носителей эпоксидную смолу на
основе дифенилолпропана и эпихлоргидрина обрабатывали «-нитрофе-
нилсульфонилизоцианатом с последующим восстановлением нитрогруп-
пы 243.

Многостадийный способ получения диазопроизводных акриламида
был предложен в 42:

H N ( C H ) N H ' - > n^-CONH-(CH2)e-NH2 N , C O - C , H 4 - N O ^

-* Π-CONH—(СН8)в—NHCO—CeH4-NO2

n-CONH-(CH2)e-NHCO-CeH4-NH2 i( 2 ) e e 4 2

^CONH—(CH2)e—NHCO-CeH4-N2CI
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Для сшивки ферментов и полимерных носителей использовались
диазотированные ароматические диамины (2,2'-бензидиндисульфокис-
лота, ж-фенилендиамин) 1 0 7 · 1 9 7 · 2 0 5 ' 2 И · 2 2 4 · 2 2 8 · 2 3 2 . Для увеличения количе-
ства сочетающихся групп, входящих в белок, последний обрабатывали
N-карбоксиангидридом L-тирозина 183. Реакция азосочетания была ис-
пользована для связывания на поверхности носителя не только фермен-
тов, но и других типов белков, например антител 244.

IV. ОБРАЗОВАНИЕ АЗОМЕТИНОВЫХ ПРОИЗВОДНЫХ

Альдегиды взаимодействуют с аминогруппами белков в мягких ус-
ловиях с образованием оснований Шиффа:

П - с / + Η2Ν-Φ , П-СН= Ν^Φ
\pj Н2О

Особенности этой реакции подробно рассмотрены в обзоре 105. В послед-
ние годы эта реакция была положена в основу одного .из наиболее ин-
тенсивно разрабатываемых путей иммобилизации ферментов 21·88· и·171·
2 4 5 2 4 7 2 5 3 2 5 5 2 9 8

рр
245, 247—253, 255—298

Можно выделить два направления работ в этой области — использо-
вание полимеров, содержащих альдегидные группы (как это показано
на приведенной схеме), и использование низкомолекулярных альдеги-
дов (главным образом, глутарового) для связывания ферментов с ами-
носодержащими носителями:

Π-ΝΗ2 + HCO-R-COH + Η,Ν—Φ - ^ n-N=CH-R—CH=N—Φ
—2НаО

Применяемый для иммобилизации глутаровый альдегид фактически
является достаточно сложной смесью соединений. В частности, в его
водных растворах наряду с собственно альдегидом (I) содержатся также
низкомолекулярный циклический ацеталь(И) и его олигомеры (III).
Указывается (см.16, стр. 208), что в смеси содержатся также производ-
ные глутарового альдегида, содержащие в α-положении к альдегидной
группе двойную связь, способную взаимодействовать с аминогруппой с
присоединением 105

Η

нсо сон но- х к хон но
(I) (II) (III)

Из полимерных аминосодержащих носителей в сочетании с глута-
ровым альдегидом чаще всего используют аминоэтилцеллюлозу "• 245~
247,250,257,277,290,287_ р^3 д р у г и х аминосодержащих полимеров можно от-
метить аминополистирол21· " ' ; частично гидролизованные полиамиды
248,259-262,288,289. стиролдивинилбензольные сополимеры, модифициро-
ванные диаминами 2Э7; сополимер малеинового ангидрида и этилена, об-
работанный гексаметилендиамином94; продукты взаимодействия поли-
метилметакрилата и 3-аминопропилтриэтоксисилана292; полимеры, со-
держащие в боковой цепи остатки лизина, присоединенные к внутрен-
ней поверхности найлоновой трубки, активированной диметилсульфа-
том2 9 3. Для иммобилизации с использованием глутарового альдегида
применяют также фенолформальдегидные смолы 2 4 1 · 2 6 5 - 2 6 7 · 2 7 5 , желати-
ну 291, полиакриламид88·253 и некоторые другие полимеры 2 7 1 · 2 7 8 .

Значительное число работ последних лет посвящено получению по-
лимеров, содержащих альдегидные группы в боковых цепях, и примене-
нию их в качестве носителей для иммобилизации ферментов. Для этих
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целей применяли ряд производных акролеина — аддукт полиакролеина
и бисульфита натрия 2 б 9 · 2 7 9 · 2 8 3 , сополимер акролеина и стирола 263, сопо-
лимер акролеина и акриловой кислоты 274. В реакцию с ферментами вво-
дили также продукты частичного окисления полисахаридов, сопровож-
дающегося раскрытием цикла, в частности, диальдегидцеллюлозу 258· 264>
270, гтв̂  дИ а л Ьдегидэпидекс 2 1 0 · 4 2 Э, диальдегиддекстран 280, зтоксикарбонил-
целлюлозу 249, продукты гидролиза полимерных ацеталей 2 5 5 · 2 5 6 · 2 8 2 · 2 9 4 ,
окисленные фенолформальдегидные смолы 2 5 6 · 2 4 1 , полимерные производ-
ные пиридоксальфосфата 2 3 9 · 2 4 0 · 2 9 5 , полистирол, формилированный 1,1-
дихлорметиловым эфиром т , сополимеры ненасыщенных альдегидов и
винилпирролидона 93, продукт реакции полиакролеина 254.

Заслуживает внимания полимер метакрилоилванилина (поли-4-фор-
мил-2-метоксифенилметакрилат) и его сополимеры с аллиловым спиртом
(р молей аллилового спирта на 1 моль альдегида), имеющие фирмен-
ные названия соответственно «Ванакрил» и «Ванакрил-р» 2 7 2 · 2 7 3 · 2 7 6 · 2 9 8 .
Иммобилизованные на таких носителях препараты ферментов при хра-
нении в водной среде снижают свою активность. Это, возможно, связа-
но с переходом части фермента в раствор в результате гидролиза слож-
ноэфирной группы при остатках метакриловой кислоты 2 7 2 · 2 8 4 .

Следует упомянуть также работу286, в которой предложен метод
иммобилизации глюкозооксидазы на полиаминостироле после предва-
рительного окисления (до 60% углеводных остатков) этого фермента с
образованием альдегидных групп.

Нужно отметить, что азометиновые группы недостаточно устойчивы
в кислых средах. Для повышения устойчивости системы полимер — бе-
лок азометиновые группы предложено восстанавливать боргидридом
натрия 1 0 5 · 2 8 0 · 2 9 6 :

RNH2 + HOCR' -> RN=CHR' Г-+ RNH~-CH2R'

V. ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ПОЛИИМИДОКАРБОНАТОВ

Для иммобилизации ферментов широко применяют реакцию амино-
групп белков с полиимидокарбонатами. Эти соединения обычно получа-
ют при взаимодействии полимерных спиртов с галогенцианами (главным
образом, с бромистым цианом) "• 63> "• 8 0 · 2 1 9 · 2 4 7 · 2 "- 3 7 0 . Этот метод был
предложен в работах 2 9 9 · 3 0 0; он привлекает быстротой проведения реак-
ции, относительно высокой устойчивостью активированного носителя,
его высокой реакционной способностью по отношению к аминогруппам
фермента.

Реакция протекает по следующей схеме 5 · 3 3 5:

О

о н
 ΒΓΟΝ π / °- ° Ξ Ν нго п / о - е - ш 2 NH.
Л ' Π \θΗ — "* П\ОН O-C-NH-Φ

\ /Т ч

> Щелочная /
\ среда /

Π C=N-d>

,0 С—NH—Φ
Π< IIч\ °
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Полиимидокарбонат, образующийся в качестве основного продукта при
активировании полиатомного спирта, может в щелочной среде давать
неактивный незамещенный карбамат. Карбамат может образовываться
также из промежуточного цианата под действием воды.

Реакция имидокарбонатов с аминогруппами белков может проте-
кать по нескольким направлениям. При этом могут получаться изомоче-
вины, N-замещенные карбаматы (уретаны). Весьма вероятно также
образование межцепного иминокарбоната, который также может всту-
пать во взаимодействие с аминогруппами фермента (см.16, стр. 176).

В подавляющем большинстве работ в качестве полцатомных спиртов
используют полисахариды: агарозу (сефарозу) " • 3 0 7 · 3 0 8 > 316·317· 321~323.33°.
339-343, 347-353, 88, 238-240, 290, 294, 296, 354-367 ДеКСТрЭН ( С е ф а Д в К С ) 3°2· 3 1 5 - 3 1 8 · 320-323,

328,331,338,341,345,347,367-369> р е Ж е — к р а х м а л 3 1 7 , ц е л л ю л о з у " · 3 0 δ · 3 4 4 · 3 4 6 . И з
других природных полимеров применялась альгиновая кислота 370; в этом
случае система полимер — фермент растворима при рН>4, но выде-
ляется из раствора при р Н < 3 . Значительно реже применяют для этих
целей синтетические полимеры. В частности, описано активирование
бромистым цианом сополимера акриламида и оксиэтилметакрилата 88·
90. Очень редко для активирования полимеров вместо бромистого циана
используют C1CN 371. Указывается, что входящие в боковые полимерные
цепи имидокарбонатные группы могут быть получены при взаимодей-
ствии полисахаридов с органическими цианатами (см.16, стр. 80 и 181).

Кроме ферментов, бромциановым методом присоединяют к носите-
лям также антитела 372, коферменты 373.

VI. ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ПОЛИМЕРНЫХ НОСИТЕЛЕЙ,
СОДЕРЖАЩИХ ИЗОЦИАНАТНЫЕ И ИЗОТИОЦИАНАТНЫЕ ГРУППЫ

Полимеры, содержащие эти высокореакционноспособные группы, не-
смотря на их относительно высокую реакционную способность к гидро-
лизу с успехом использовали для иммобилизации ферментов56·166·209·242·
204,374_з87_ х о т я в принципе с изоцианатными группами могут взаимодей-
ствовать многие группы, входящие в состав белковой молекулы (карбок-
сильные — с образованием амидов, гидроксильные и фенольные — с об-
разованием уретанов, амидные — с образованием ацилмочевин и т. д.),
при умеренных температурах, при которых происходит взаимодействие
с белком, наиболее реакционноспособной является аминогруппа, даю-
щая с изоцианатами и изотиоцианатами мочевинные и тиомочевинные
группы.

Для иммобилизации применялись как искусственные, так и синтети-
ческие полимерные носители. В частности, была предложена следующая
схема получения полисахаридов, содержащих изотиоцианатные груп-
пы 246· 378:

СН 2 —СН—СН 2 —О—С,Н 4 —NO 2 О Н
\ / I

П—ОН > П—О—СН 2 —СН—СН 2 —О>-С в Н 4 —Ш 2 -*.

Из синтетических полимеров, использовавшихся для иммобилизации,
можно отметить сополимеры метакриловой кислоты, л-аминостирола и
3,5-стиролдиизоцианата 380; сополимеры метакриловой и акриловой кис-
лот и 3-стиролизоцианата 37Э; привитые сополимеры полипропилена и п-
питростирола, в которых полученные восстановлением аминогруппы
были обработаны тиофосгеном 204· 3 8\

Для иммобилизации применялись также синтетические полимеры,
содержащие концевые изоцианатные группы в основных или боковых
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цепях, такие как полимочевины на основе гексаметилендиизоцианата и
толуилендиизоцианата или гексаметилендиамина и триэтилендиамина 16%
простые полиэфиры с концевыми изоцианатными группами 3S1, полиуре-
таны на основе полипропиленгликоля и толуилендиизоцианата386·387,
продукты обработки полиаллилового спирта 4-изотиоцианатофенилизо-
цианатом 242.

Предложено также сначала обрабатывать фермент (трипсин) толу-
илендиизоцианатом, а затем сшивать полученный полиизоцианат поли-
пропиленгликолем 387.

VII. ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ПОЛИМЕРОВ С АКТИВНЫМ АТОМОМ ГАЛОГЕНА

1. Полимеры, содержащие хлортриазиновые группы

В последние годы в связи с широким распространением носителей,
содержащих альдегидные и имидокарбонатные группы, несколько сни-
зился интерес к полимерам, содержащим активный атом хлора, входя-
щий в триазиновую группу. Однако работы, в которых для иммобили-
зации ферментов использованы полимеры, содержащие эти группы, по-
являются до сих пор 6 3 · 1 6 3 · 1 9 5 · 2 0 6 · 3 8 8 - 4 1 2 .

По этому методу активированный носитель образуется при реакции
полимера, содержащего группу с активным атомом водорода (окси-г

аминогруппу) с цианурхлоридом или монозамещенным дихлортриази-
ном. Оставшиеся незамещенными атомы (атом) хлора образует хло-
ристый водород при реакции с белковой молекулой:

С1 А - Ф
I I

П—О—Cf" ^ N Π — О — С ^

п—он ci N = 9 N = (; /

1 X X
Ф—AH

+ C 1 " < N = (
, CI А-Ф

Π-ΝΗ2 X N _ c M J,
Π-NH-Cf* " )N Π-NH-Cf^

|X X

Здесь Х=С1 или R, A — остаток окси-, амино-, гуанидино-, фенольной,
SH-группы молекулы фермента.

Из полимеров, содержащих активные атомы, наиболее широко при-
менялись полисахариды (например, в 392·398· 41°) или их аминоэтилпроиз-
водные (например, в 2 9 0 · 3 0 8 · 3 9 9 ) . Однако использовались и синтетические
полимеры, такие как фенолформальдегидные смолы 409, аминированный
полистирол 171. Кроме цианурхлорида для активирования этих полиме-
ров применяли 2-амино-4,6-дихлор-5-триазин 63· 29°, 2-карбоксиметилами-
но-4,6-дихлор-5-триазин63, продионовые красители308.

Водорастворимые производные протеаз получены с использованием
декстрана, модифицированного цианурхлоридом 93. При помощи цианур-
хлорида аргиназа и уреаза были присоединены к различным сторонам
целлюлозной мембраны412. Описана модификация ферментов низкомо-
лекулярными дихлортриазиновыми красителями с последующим взаимо-
действием с аминоэтилцеллюлозой 407.
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2. Полимеры, содержащие активный атом галогена
при алифатических и ароматических атомах углерода

Публикации о таких носителях появились в последние 5—6 лет. Так,
предложено использовать полимеры 4-иод-н-бутилметакрилата; для по-
лучения таких полимеров использовали обмен галогена при реакции мо-
номерного и полимерного 4-хлор-н-бутилметакрилата с йодистым на-
трием 4 1 3- 4 1 9 .

Взаимодействие таких носителей с ферментами протекает преимуще-
ственно по следующей схеме:

П—СН21 + Η2Ν—Φ -> Π—СНа—ΝΗ—Φ

Очевидно, в реакцию могут вступать и другие алкилирующиеся в этих
условиях группы.

Аналогично реагируют с ферментами сополимеры метакриловой кис-
лоты и 3-фтор-4,6-динитроанилида метакриловой кислоты, а также сопо-
лимеры этих мономеров с дивинилбензолом 3 7 4- 3 7 6 . "0-424. и п о л и м е р ы и

сополимеры фторстиролов и их производных 3 7 6 · 4 2 3 .
Из других полимеров, содержащих активный атом галогена при али-

фатических или ароматических атомах углерода и применяющихся для
иммобилизации ферментов, отметим бром- и иодацетилцеллюлозу "•425·
4 2 6, бромацетамидогексилсефарозу 2 3 8 - 2 4 0 , 2 9 6

; продукты ацилирования по-
ливинилового спирта бромангидридом или ангидридом бромуксусной
кислоты 4 2 7, производные полиакриламида, содержащие остатки иодук-
сусной кислоты 4 2 8, З-хлор-2-окси-м-пропилэпидекс42Э.

3. Полимеры, содержащие активированные атомы галогена,
входящие в неорганические группы

Иногда используют полимерные носители, содержащие активирован-
ные атомы галогена, входящие в неорганические группы, главным обра-
зом в остатки неорганических кислот, в том числе кислот переходных
металлов. В частности, предложено активировать синтетические поли-
меры и полисахариды перед взаимодействием с ферментами тионилхло-
ридом или сульфурилхлоридом з и · 4 3 0 · " \ В качестве активирующих
средств использовали также ряд галогенидов переходных металлов
(TiCl4, SnCl4, VC13, FeCl2, FC13, ZrCl 4 ) . Этими соединениями обрабатыва-

ли как синтетические (полиамиды) 4 3 2, так и природные (целлюлоза 432~
4 3 \ хитин 4 3 5) полимеры.

VIII. ПРОЧИЕ МЕТОДЫ

1. Использование метода Уги

Как показал Уги 4 3 6, альдегиды (кетоны), изонитрилы, карбоксильные
и аминные группы способны вступать во взаимодействие:

О R3 О
,,О (X li I II

Ri_Cf + H,N-R2 -f R 4 —ΝΞΟ -f > C - R 3 -* R1—C-N—CH-C— NH-R4

Эта реакция была использована для связывания с полимерными носите-
лями ряда ферментов 4 3 7- 4 4 3 . Например, сефароза была окислена с полу-
чением полимера, содержащего альдегидные группы. Этот полимер в
присутствии 3-(диметиламино)пропилизонитрила при рН 6,5 в течение
6 час связывает химотрипсин 4 3 8 · 4 3 9 .



2074 Μ. И. Штильман

Аналогичным образом могут вступать в эту реакцию карбоксиметил-
сефадекс, аминоэтилированный полиакриламид438; полиамин, получен-
ный при взаимодействии диаминодифенилметана с сефарозой, активиро-
ванной бромистым цианом 437. Взаимодействие этого полимера с пепси-
ном проводили в присутствии фенилизонитрила и ацетальдегида.

Другой путь иммобилизации заключается в том, что сначала полу-
чается носитель, содержащий в достаточном количестве карбоксильные
и аминные группы. Для этих целей использовали частично гидролизо-
ванный поликапроамид. Проведение реакции такого полимера с гексаме-
тилендиизонитрилом и ацетальдегидом дает полиамид, содержащий в
боковой цепи изонитрильные группы 4 4 2 · 4 4 3 :

. . . — CONH—(СН,)5^с/ + H2N—(CH2)5—CONH— . . . +
Х О Н

. . . - C O N H — ( C H 2 ) 5 — C O N M C H 2 ) 6 — C O N H - . . .
I

о. сн—сн3

~~ ' ~~ ' н / 3 с=о

L·-
Наконец, в результате реакции этого носителя с трипсином в присутствии
ацетальдегида происходит фиксирование фермента.

2. Реакция ферментов с полимерами, содержащими эпоксидные группы

В последнее время стали появляться работы, описывающие иммоби-
лизацию ферментов на полимерных носителях, содержащих эпоксидные
группы 444-449:

П—СН—СН2 + H2N - Φ -» Π—СН—СН2-Ш—Φ
υ он

Так, для этих целей были применены сополимеры эпоксидсодержащих
мономеров (глицидилметакрилат, глицидилакрилат, простые непредель-
ные глицидиловые эфиры) с другими мономерами, например акрило-
нитрилом и метакрилонитрилом 4 4 5 · 4 4 6 . При этом активность иммобилизо-
ванного фермента была выше, если носитель предварительно активиро-
вали амином444.

Уреаза была иммобилизована на привитом сополимере карбоксиме-
тилцеллюлозы и глицидилметакрилата447-449. На способности амино-
группы белков реагировать с эпоксисоединениями основан метод иммо-
билизации пероксидазы, заключающийся в сополимеризации с акрила-
мидом фермента, предварительно обработанного глицидилметакрила-
том 450.

3. Реакция тиол-дисульфидного обмена

Упомянутый ранее «Энзакрилполитиолактон» может быть связан с
меркаптогруппами ферментов при введении его в реакцию в виде мер-
каптокислоты 1в9:

. . . — С Н 2 — С Н — . . . . . . ^ С Н , — C N — . . .
I I

с=о с=о
[ +Ш-Ф |

ΝΗ ~* ΝΗ

I I
HOOC-CH-OV- СН2— SH HOOC-CH-CH2-CH2-S—S—Φ
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Для увеличения содержания в исходном ферменте меркаптогрупп его
предварительно можно обработать N-галогенацетилцистеинтиолакто-
ном 451 (см. также 1б, стр. 200).

Карлссон с сотр."2 предложили другой способ иммобилизации фер-
ментов (амилазы и химотрипсина) с помощью реакции тиол-дисульфид-
ного обмена. Метод включает два этапа. На первом этапе проводили
модификацию NH2-rpynn ферментов при помощи 3-меркаптопропилими-
дата, в результате чего в белок вводится меркаптогруппа. На втором
этапе фермент с введенной меркаптогруппой связывали с дисульфидным
производным агарозы, полученным действием 2,2-дипиридилсульфида
на меркаптопропиловый эфир агарозы.

4. Реакции с полимерными имидоэфирами

Полимеры, содержащие имидоэфирные группы, могут вступать во
взаимодействие с аминогруппами белков:

NH NH
II II

Π-C-OAlk + Η2Ν-Φ -> Π—G-NH-Φ

Так, Заборский вводил имидоэфирные группы в полиакрилонитриль-
ный порошок, обрабатывая последний хлористым водородом в среде ме-
танола; этот полимер использовался как носитель4 5 3·"4. Этот полимер
применяли и позднее 450.

Имидоэфиры применяли и как сшивающие агенты. В частности, ряд
работ посвящен взаимодействию ферментов и аминосодержащих поли-
меров (аминэтилцеллюлозы 4 5\ продуктов реакции полиамидов, активи-
рованных диметилсульфатом, с лизином293) в присутствии диэтилади-
пимидата.

Предложен еще один способ иммобилизации (глюкозооксидазы) с
использованием полимерных имидоэфиров — на полиамиде, обработан-
ном диметилсульфатом 2ЭЗ:

о о

5. Использование носителей с активированной двойной связью

Гидроксилсодержащие полимеры могут быть активированы дивинил-
сульфоном (см.460, стр. 34) или хиноном (см.460, стр. 35, и 4 6 1 ) . Такие но-
сители могут взаимодействовать с амино-, гидроксильными или тиоль-
ными группами ферментов. Эти процессы могут быть представлены сле-
дующими схемами:

-* П-О-СН2-СН2—SO2—CHa-CH2—А-Ф
о он о

II I I!

/с\ /S /с\
НС СН П - О - С C H ( I V . П - О - С СН Н А _ ф

Π — Ο Η + И |! ~> | II — — II I!
НС СН НС СН НС СН

\ с / \ с / \ с /
II I II
о он о
(IV)
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ОН
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6. Радикальные реакции

Радикальные процессы также играют определенную роль в иммо-
билизации ферментов. В первую очередь это относится к известным про-
цессам включения фермента в гель при полимеризации ненасыщенных
мономеров (например, акриламида или его смесей с матилен-бнс-акри-
ламидом и т. п.), которая часто сопровождается возникновением кова-
лентной связи между молекулами фермента и гельобразующего поли-
мера за счет реакции передачи цепи с последующей прививкой (см."γ
стр. 144). Известны также случаи радикальных реакций в других систе-
мах: например, химотрипсин иммобилизуют с использованием свобод-
ных радикалов, образующихся в водном растворе в результате γ-облу-
чения (60Со) " 7 . К радикальным процессам следует отнести случаи со-
полимеризации непредельных производных ферментов 4 5 8 · 4 5 9 .

Как показывает данный обзор, в настоящее время разработан ряд.
процессов, позволяющих связывать ковалентной связью ферменты и по-
лимерные носители, и весьма широко используются возможности введе-
ния в последние различных функциональных групп. Естественно, с хо-
дом развития этой области иммобилизации ферментов ряд методов утра-
тил или постепенно утрачивает свое значение, уступая место более
эффективным (это можно видеть из анализа цитируемой литературы).
При этом полимерные носители использовались в различных формах —
в виде гранул, покрытий, волокон, трубок, мембран, гелей.

Сейчас накоплены данные, в какой-то мере позволяющие прогнози-
ровать эффективность применения того или иного носителя. Так, Порат
сформулировал круг свойств, которыми должен обладать «идеальный
носитель»: полная нерастворимость в воде; высокая химическая и био-
логическая стойкость, высокая механическая прочность; высокая реакци-
онная способность по отношению к ферменту и легкость придания ее но-
сителю; форма, удобная для применения; наконец, высокая гидрофиль-
ность носителя, позволяющая работать с ним в водных средах (см. и

г

стр. 68). Определенное внимание в некоторых работах уделено другим
свойствам носителей, в частности, полярности (ионные и электрические
эффекты1 5·4 6 2).

Однако систематического изучения влияния природы носителя, в
частности, его химического строения, структуры, молекулярно-весового
распределения (для растворимых форм) как на особенности его связы-
вания с белком, так и на эффективность получаемых биокатализаторов
до сих пор не проведено. В подавляющем большинстве цитированных
в данном обзоре работ этим вопросам уделялось весьма скромное вни-
мание. По тем данным, которые приводятся во многих из них, невоз-
можно сделать выводы о количественном содержании в носителе ответ-
ственных за реакцию с белком функциональных групп, степени их пре-
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вращения в процессе связывания с ферментом, влияния условий полу-
чения системы полимер — фермент на ее каталитическую активность.

В качестве примера подобной публикации можно привести работу
Баума "\ сравнившего активность иммобилизованных амилоглюкози-
дазы и папаина, полученных с применением полистирола, содержащего
различные функциональные группы, при этом было установлено, что но-
сители, содержащие различные группы (альдегидные, хлортриазиновые,
активированные эфирные) дают препараты с различной активностью.
Однако, в 17\ не указывается, например, сколько таких групп содержа-
лось в каждом из исходных носителей; не указывается также, что пред-
ставлял собой носитель, в частности, был ли это линейный гомополимер
или пространственный носитель, полученный с применением сшивающе-
го агента. Между тем, на наш взгляд, все эти моменты играют сущест-
венную роль в процессе получения эффективных биокатализаторов.
В этом плане можно сослаться на известный факт существования
экстремальной зависимости между содержанием в исходном носителе
(сополимере этилена и малеинового ангидрида) функциональных групп
и активностью иммобилизованного на этом носителе фермента 141.

Не исследованы подробно и некоторые уже известные факты влия-
ния химического строения носителя на свойства иммобилизованных фер-
ментов, такие как предпочтительность расположения активных групп
на концах боковых ответвлений, а не на главной полимерной цепи 2 9\
отрицательное влияние обогащения таких ответвлений ароматическими
группами (см.16, стр. 188), отрицательное влияние наличия в месте свя-
зывания носителя и фермента гидролитически лабильных групп 4 5 4 ' 4 5 5,
а также наличия групп, способствующих такому гидролизу (см.16,
стр. 166).

Все это указывает на то, что глубокое и систематическое изучение
влияния свойств носителя на свойства получаемых систем может вы-
явить значительные резервы как в повышении активности получаемых
препаратов, так и в увеличении эффективности их работы. Вероятно,
исследования в этой области следует развивать в следующих направле-
ниях: 1) изучение влияния химического строения и физических свойств
носителя на особенности протекания реакции полимер — фермент;
2) изучение влияния химического строения и физических свойств носи-
теля на свойства получаемого иммобилизованного фермента.

Нам кажется, что особое внимание следует уделить следующим осо-
бенностям химического строения полимерного носителя: содержанию
функциональных групп и степени их реализации в процессе реакции с
белком, строению окружающих групп и участков полимерной цепи, при-
легающих к месту связи носитель — фермент, строению и содержанию
групп, ответственных за гидрофильность и полярность носителя.

В связи с этим следует отметить работы Березина с сотр., в которых
предложен метод, использующий носитель, «комплементарный» поверх-
ности ферментной глобулы, и заключающийся в сополимеризации гид-
рофильного мономера (метакрилат натрия), сшивающего агента (ме-
тилен-б«с-метакрилат) с ферментом (химотрипсин), модифицирован-
ным аналогом мономера (хлорангидридом метакриловой кислоты).
Таким путем было достигнуто повышение на 40° порога термостабильно-
сти фермента по сравнению с нативным образцом 4 5 8 · 4 5 9 .

Весьма возможно, что определенные данные об особенности реакции
носителя и фермента могут дать кинетические исследования образова-
ния иммобилизованного фермента.

Самого пристального внимания заслуживает исследование конфигу-
рационных изменений в ферменте, происходящих в процессе его реак-
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ции с носителем. Важность этого момента была продемонстрирована
Мартинеком с сотр., показавшими, что активность фермента (химотрип-
сина) может существенно меняться с изменением степени растяжения
нити из найлона, вискозы или человеческого волоса, к которой он был
прикреплен ковалентной связью 2 8 5 · 2 8 8 .

За время подготовки данного обзора к печати в литературе появи-
лось значительное число публикаций в данной области, из которых сле-
дует отметить работы463-474.
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