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I. ВВЕДЕНИЕ

Применение биологических катализаторов (ферментов) в тонком ор-
ганическом синтезе представляется весьма перспективным и во многих
случаях имеет ряд существенных преимуществ по сравнению с класси-
ческими методами синтетической химии. Это обусловлено прежде всего
тем, что ферменты обладают уникальной специфичностью (избиратель-
ностью), т. е. катализируемые ими реакции протекают, как правило, по
единственному пути без побочных процессов. Более того, непревзойден-
ная каталитическая активность ферментов обеспечивает проведение
синтеза в мягких условиях. Следовательно, внедрение биокатализа в
практику могло бы привести к экономии энергии и ресурсов и, кроме
того, уменьшить ущерб, который наносит современная химическая тех-
нология окружающей среде.

Несмотря на эти очевидные достоинства ферментативного катализа,
решающие шаги в данной области наметились лишь в последние 10—•
15 лет. Это связано, во-первых, с общим прогрессом в изучении свойств,
структуры и функций ферментов (см., например, [1—4]) и, во-вторых,
с созданием иммобилизованных ферментов [5, 6]. В результате иммоби-
лизации (например, ковалентного присоединения фермента к водоне-
растворимой частице, включения фермента в гель, адсорбции фермента
на носителе) можно гетерогенный катализатор отделить от реакционной
среды и использовать повторно. Кроме того, иммобилизация — это ме-
тод для целенаправленного изменения (улучшения) практически важ-
ных свойств ферментов [5—7] и в первую очередь их стабильности
18—11]. И наконец, в-третьих, ферменты стали доступными в больших
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количествах в связи с развитием методов их микробиологического син-
теза и выделения [12, 13].

Успехи, достигнутые при использовании биокатализа в препаратив-
ном органическом синтезе, а также возможные перспективы их приме-
нения обсуждены в ряде обзоров [5, 6, 14—27]. Подавляющее большин-
ство ферментативных процессов разработано пока лишь в лабораторном
масштабе; характерные примеры приведены в [8, 9]. Однако уже сей-
час некоторые процессы стали промышленными [14, 15].

Существует тем не менее одно обстоятельство, ограничивающее бо-
лее широкое применение ферментов в препаративном органическом син-
тезе. Дело в том, что ферменты сохраняют свои уникальные каталитиче-
ские свойства лишь в довольно узком диапазоне условий, а именно в
водных растворах при нейтральных или близких к нейтральным значе-
ниях рН и при не слишком высоких температурах. Однако равновесие
многих практически важных реакций сдвинуто в этих условиях в сторо-
ну исходных реагентов. Иными словами, при использовании биокатали-
за нередко возникает ситуация, когда условия, необходимые для
сохранения каталитических свойств фермента, несовместимы с термоди-
намическими условиями, оптимальными для достижения высокого вы-
хода катализируемой реакции.

Противоречие между относительно «жесткими» условиями, в которых
должна протекать химическая реакция, и «нежной» природой биоката-
лизатора (его относительно лабильной структурой) можно в принципе
разрешить. Один из путей — стабилизация фермента против инактиви-
рующих влияний повышенной температуры, экстремальных значений
рН, органических растворителей и т. п. На этом пути уже достигнуты су-
щественные успехи [8—11], и исследования продолжаются (см., напри-
мер [16]). Поэтому можно надеяться, что в будущем классические под-
ходы препаративного органического синтеза (изменение температуры и
рН, подбор реакционной среды) станут обычными также и для фермен-
тативных реакций. В настоящем обзоре будут рассмотрены принципи-
ально иные решения данной проблемы, а именно физико-химические
подходы, которые позволяют увеличить выход целевого продукта без
стабилизации фермента непосредственно в условиях, благоприятных
для биокатализа.

II. РАВНОВЕСНЫЕ ПОДХОДЫ

Равновесными назовем те подходы, которые позволяют увеличить
выход целевого продукта (в катализируемых ферментами термодинами-
чески неблагоприятных реакциях синтеза) за счет сдвига химического
равновесия.

1. Метод, основанный на низкой растворимости продукта

Причина сдвига химического равновесия в благоприятную сторону
может заключаться в том, что один или несколько конечных продуктов
плохо растворимы в воде (в условиях проведения реакции) и выпадают
в осадок.

Физико-химическую сущность этого явления рассмотрим на приме-
ре реакции:

А + В ^ С[ (осадок) (1)

Эффективная константа равновесия (Кафф= ( [С] р а с т в +[С] о с а д )/[А][В])
равна:

Кэфф = -^~ 0А1о ( W W ) * - 1} , (2)
1Чраств I >

2 Успехи химии, № 8
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если истинная константа равновесия (в отсутствие осадка) равна К=
= [С]/[А][В], и уравнение материального баланса имеет вид: [ А ] о =
= [А] + [ С ] р а с т в + [ С ] 0 С а д при [А]о=[В]о, где [А]„, [В]о —начальные
концентрации исходных реагентов, [А], [В] и [С] — равновесные кон-
центрации реагентов в растворе, [ С ] р а с т в — максимальная концентрация
растворенного продукта (растворимость), [С]Оеад — концентрация реа-
гента, выпавшего в осадок (отнесенная к объему всей системы). Уравне-
ние '(2) справедливо лишь при наличии осадка, т. е. при [ А ] 0 > [ С ] р а с т в +
+ [A] = [C]p a c I B+([C]p a c T B//O1/*.

Из формулы (2) следует, что сдвиг равновесия (1), наблюдаемый
при выпадении продукта в осадок, должен быть более значительным в
условиях высоких концентраций исходного реагента и, естественно, при
более низкой растворимости конечного продукта.

Применение. Обычно описанный метод применяют для синтеза амид-
ной (пептидной) связи по общей схеме:

Rx COO" + R 2NHj ^ R1CONHR2 + Н2О

В этой реакции растворимость продукта, как правило, существенно ни-
же растворимости исходных реагентов, поскольку при синтезе исчезают
два заряда (см., например, синтез анилидов [28—31] и фенилгидрази-
дов [30, 32, 33] аминокислот, а также олигопептидов заданной последо-
вательности [29, 30, 34—43]). Катализаторами здесь служат различные
протеолитические ферменты: α-химотрипсин, трипсин (см., например,
[38]), бактериальные металлопротеиназы [40], папаин [43] и др.

Ограничения метода. Метод обладает двумя существенными недос-
татками. Во-первых, требование низкой растворимости конечного про-
дукта сильно ограничивает выбор соединений, которые могут быть син-
тезированы таким способом [37], чтобы обеспечить достаточно низкую
растворимость соответствующего продукта, иногда необходимо защи-
щать ионогенные группы в исходных реагентах [36, 43]. Во-вторых, об-
разование осадка в процессе реакции затрудняет применение в качестве
катализаторов водонерастворимых производных ферментов.

2. Применение последовательных реакций

Выход реакции увеличивается, если один из продуктов вовлекается в
последующую (ферментативную или неферментативную) термодинами-
чески выгодную реакцию, например:

А + В ̂  С + D (3)

D^F (4)

Поскольку реакция (4), дополнительно введенная в систему, долж-
на быть термодинамически выгодной, т. е. должно выполняться условие
AG T <0, то константа равновесия суммарной реакции A + B ^ C + F бу-
дет больше, чем константа равновесия исходной реакции синтеза (3):

Реакции с выделением неорганического пирофосфата. Особенно пло-
дотворным этот метод оказался в приложении к реакциям типа

А + В ;= С + РР,

где PPj — неорганический пирофосфат. Последующий гидролиз пиро-
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фосфата, катализируемый добавленной в систему неорганической пиро-
фосфатазой (П):

является термодинамически очень выгодной реакцией; например, при
рН 7 для реакции (6) величина AGT° = —5,27 ккал/моль [44]. Это обес-
печивает существенный сдвиг равновесия суммарной реакции в сторону
продуктов.

Так, например, при синтезе нуклеотида оротидин-5'-монофосфата
(ОМР) из оротовой кислоты (ОА) и б'-фосфорибозил-Г-пирофосфата
(PRPP):

ОА + PRPP ^ ОМР + РРг (7)

катализируемом фосфорибозилтрансферазой, удалось [45] поднять вы-
ход с 54 до 100% именно за счет введения дополнительного процесса
(6). Этот метод (основанный на удалении побочного пирофосфатного
продукта) использован при ферментативном синтезе НАД [46], меченых
галактоз [47], нуклеиновых кислот [48] и р-1ЮР-ацетилглюкозамина
[49].

Регенерация кофактора ферментативной реакции. Многие фермента-
тивные реакции протекают с участием кофакторов:

(8)

где Cof и Cof-—исходная и «израсходованная» формы кофактора соот-
ветственно (см. [50, 51]). Расходование кофактора существенно повы-
шает стоимость продуктов и в конечном итоге сдерживает применение
ферментов в широких масштабах для целей органического синтеза. По-
этому в последние годы большие усилия направлены на создание так
Ή83ΗΒ3εΜΗχ систем регенерации кофактора. Регенерация происходит
обычно в результате какой-либо сопряженной ферментативной или не-
ферментативной реакции (или совокупности реакций) типа

С +!Cof' ^ D + Cof (9)

(см. обзоры [6, 9]). Следовательно, при регенерации кофактора выход
продукта В может определиться равновесием суммарной реакции А +

C B D. Наглядно это показано [52] при модификации стероидов:

стероид + НАД *= 2- 6 ' 1 0~'^ с т е р Оид +НАДН (10)
/ \ /сн с

он о

катализируемой 20-р-гидроксистероиддегидрогеназой.
Регенерация кофактора:

ΗАДН + пируват vr т 3'6 1 0 ^ НАД + лактат (11)

катализируемая лактатдегидрогеназой — это термодинамически выгод-
ный процесс. Именно поэтому равновесие суммарного процесса (10) —
(11) сдвинуто в сторону образования продукта, а именно кетоформы
стероида: ΚΣ — ΚΚ^^ΙΟΚ

2*
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Другие примеры. В аналогичной системе с регенерацией кофактора
• т.«тт1т 20-Э-гидроксистероиддегиДрогенаэа

Стероид + Н А Д Н -*•

С
И

о
->-стероид + НАД (12)

СН

НАД + С2Н6ОН «^""ьдапирогеваи ^ н д д н + С Н з С Н 0 (13)

найдено [53], что суммарная константа равновесия » 1 . Поэтому для
сдвига равновесия в сторону образования оксиформы стероида исполь-
зовали известную реакцию прочного связывания побочного ацетальде-
гида в семикарбазон:

CHjCHO + N U J N H C O N H J ^ CH3CHNNHCONH2 + Н2О (14)

Итак, добавочный процесс, протекающий последовательно с реак-
цией синтеза и обусловливающий сдвиг суммарного равновесия впра-
во,— это может быть как ферментативная, типа (6), так и нефермента-
тивная химическая реакция, например (14). В принципе природа этого
термодинамически выгодного вспомогательного процесса может быть и
физической. Так, Ласковски с сотр. [54] наблюдал катализируемый
трипсином синтез пептидной связи в активном центре соевого ингибито-
ра трипсина:

Н2О (15)

Равновесие реакции синтеза сдвинуто вправо вследствие того, что про-
дукт образует прочный комплекс (константа связывания ~ 108) с трип-
сином.

3. Ферментативный синтез
в водно-органических смесях

Синтез таких соединений, как простые и сложные эфиры, амиды, ан-
гидриды и т. д. проводят обычно путем обращения реакций гидролиза,
Следовательно, один из продуктов — вода:

А + В ^ С + Н2О (16)"

Поэтому в условиях ферментативной реакции (в воде) равновесие таких
реакций вследствие высокой концентрации водного компонента (55,5 М)
смещено, как правило, влево.

Физико-химические «источники» сдвига равновесия. Очевидно, выход
продукта С можно увеличить, если уменьшить концентрацию воды в
системе, поскольку [С]=К[А] [В]/[Н2О]. С этой целью реакцию удоб- \
но проводить не в воде, а в водно-органической смеси с высоким содер- 1
жанием неводного компонента: диметилсульфоксида, формамида, диме- i
тилформамида, диоксана, ацетона, этиленгликоля, глицерина, одноатом- 1
ных спиртов и др. (см. обзоры [9, 11, 55]). i

Наряду с этим тривиальным «концентрационным» эффектом на рав- j
новесие (16) оказывают влияние также и факторы среды, такие как из-
менение диэлектрической проницаемости или полярности и т. п. Среди
такого рода специфических эффектов весьма общим следует считать-
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сдвиг равновесия, обусловленный изменением рК участвующих в реак-
ции кислот и (или) оснований.

Рассмотрим это явление на примере реакции синтеза амидной связи:
RiCOOH + R2NH2 ^ RiCONHR2+ H2O

В воде (при любых значениях рН) равновесие этой реакции смещено
влево прежде всего за счет термодинамически выгодных процессов
ионизации по крайней мере одного из исходных реагентов. При переходе
к водно-органической смеси с высоким содержанием неводного компо-
нента происходят закономерные сдвиги наблюдаемых значений р/Са и
рКь, обусловленные как электростатическими, так и сольватационными
эффектами [56]. Наиболее существенным образом изменяется, как пра-
вило, значение р/(о кислоты: оно увеличивается, т. е. происходит сдвиг
равновесия ионизации в сторону незаряженной формы. В результате
равновесие всей реакции (17) смещается в сторону синтезируемого про-
дукта [57, 58]. Так, например, при переходе от воды к 85%-ному рас-
твору 1,4-бутандиола константа равновесия реакции синтеза пептидной
связи увеличилась в 80 раз [57].

Изученные системы. Водно-органические смеси с высоким содержа-
нием неводного компонента использованы для синтеза этилового и гли-
церинового эфиров Ы-ацетил-Ь-тирозина [59], мочевины [60], глицеро-
фосфата [61], эфиров жирных кислот [62, 63], дипептидов [57, 64],
человеческого инсулина [64, 65], а также для ресинтеза гидролизован-
ной пептидной связи в рибонуклеазе [58]. Сделана также попытка (не-
удачная) синтезировать сахар из глюкозы и фруктозы [66].

Ограничения метода. Существенным недостатком метода является то,
что в присутствии высоких концентраций органических растворителей,
как правило, наблюдается значительное ухудшение таких важных ха-
рактеристик ферментов, как каталитическая активность, специфичность
и стабильность (см. работу [61] и ссылки в ней, а также обзор [55]).
Поэтому неоднократно делались попытки защитить фермент от инакти-
вации органическими растворителями путем иммобилизации (см. об-
суждение в [67, 68]). Однако этот подход до сих пор не привел к доста-
точно стабильным ферментным препаратам. Поэтому чаще всего авторы
просто методом проб и ошибок подбирают условия (органический рас-
творитель и его концентрацию), в которых сдвиг равновесия в сторону
синтеза был бы достаточно большим и в то же время не наблюдалось бы
значительной инактивации фермента.

В противовес таким эмпирическим подходам недавно сформулирован
[61] научно обоснованный критерий для выбора органического раство-
рителя как компонента среды в ферментативных (в том числе и синтети-
ческих) реакциях. Тем не менее даже в наиболее оптимальных условиях
не удается снизить концентрацию воды в системе более чем в 10—
20 раз, что, естественно, ограничивает возможности метода.

Критерий для подбора оптимального растворителя (с точки зрения
его влияния на фермент) можно обосновать, исходя из общих представ-
лений об относительной роли сил, поддерживающих нативную структу-
ру белковых молекул в водных растворах: доминирующую роль играют
«гидрофобные взаимодействия» [69, 70] (несмотря на недавние сомне-
ния [71, 72]). Следовательно, «хороший» для белка неводный раствори-
тель не должен нарушать такие взаимодействия.

Для ответа на вопрос о том, какие растворители обладают этим
свойством, мы в работе [61] обратились к результатам, полученным для
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процесса мицеллообразования поверхностно-активных веществ в раз-
личных растворителях. Так, Рэй [73] пришел к выводу, что гидрофоб-
ные взаимодействия — это лишь частный случай сольвофобных взаимо-
действий.

По способности к реализации сольвофобных взаимодействий все
растворители можно разделить на три класса: к первому классу отно-
сятся вода, глицерин, этиленгликоль, аминоэтанол, формамид и некото-
рые другие; ко второму — метилформамид и диметилформамид, а к
третьему — метанол, этанол, толуол. В наибольшей степени сольвофоб-
ные взаимодействия реализуются в растворителях, относящихся к пер-
вому классу (так, мицеллы детергента образуются только в них); в
значительно меньшей степени — в растворителях второго класса и
практически отсутствуют в растворителях третьего класса. Такое разли-
чие обусловлено, по мнению Рэя [73], тем, что растворители первого
класса содержат в молекуле по крайней мере два или 'три фрагмента,
способных к образованию водородных связей. В результате межмолеку-
лярных взаимодействий водородные связи образуют жесткие (термоди-
намически невыгодные) каркасные структуры растворителя вокруг
сольвофобных растворенных молекул. Это приводит к сольвофобным
(или, в частном случае, гидрофобным) взаимодействиям. В ряду раство-
рителей первого класса наиболее эффективно сольвофобные взаимодей-
ствия реализуются (оценено по величинам критических концентраций
мицеллообразования) в воде и глицерине; у остальных указанная спо-
собность существенно ниже.

Эти данные позволили нам сформулировать [61] критерий для вы-
бора оптимального растворителя. Критерий универсален, поскольку
эффективность сольвофобных, так же как и гидрофобных [74], взаимо-
действий определяется не природой взаимодействующих молекул, а
прежде всего природой растворителя. Следовательно, если полагать, что
основная роль в поддержании структуры белковых молекул принадле-
жит гидрофобным взаимодействиям, то следует признать, что наилучши-
ми растворителями для проведения ферментативных реакций должны
быть растворители первого класса, а среди них — вода (которая исполь-
зуется в природе) и глицерин. В связи с этим уместно заметить, что в
некоторых работах действительно было экспериментально найдено, что
растворители, относящиеся к первому классу, особенно глицерин и в
меньшей степени этиленгликоль, гораздо слабее денатурируют белки,
чем прочие. Этот эмпирический факт нашел свое физико-химическое
объяснение [61, 73].

Для подтверждения рассмотренных взглядов нами изучена [61, 75]
зависимость каталитической активности нескольких ферментов (кислой
фосфатазы, α-химотрипсина, формиатдегидрогеназы и пенициллинами-
дазы) от концентрации в водном растворе некоторых органических рас-
творителей. Найдено [61, 75], что глицерин и этиленгликоль (относящие-
ся к первому классу) в меньшей степени инактивируют ферменты, чем
диметилформамид (второй класс) или этанол (третий класс). Такой же
вывод следует из сравнительного исследования, которое недавно провел
Батлер [55] для кислой фосфатазы в водном растворе этиленгликоля
(первый класс) и метанола (третий класс). Эти факты хорошо согласу-
ются с развиваемой в [61] концепцией, согласно которой нативная
структура белковых молекул (а, следовательно, их каталитическая ак-
тивность) поддерживается в тех растворителях, которые способны к
сольвофобным взаимодействиям. Вместе с тем следует отметить, что
трехмерная структура белковых молекул поддерживается не только
гидрофобными взаимодействиями, но и другими видами связей — элек-
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тростатическими или водородными и т. д. [69]; поэтому замена воды на
другой растворитель не может пройти для белка полностью «незамечен-
ной». Этим и объясняется, вероятно, снижение каталитической актив-
ности при слишком высокой концентрации глицерина [61, 75] (см. так-
же обсуждение критериев для выбора растворителя в обзоре [55]). Тем
не менее во многих случаях водно-глицериновые растворы (или же
смеси вода — растворитель первого класса) вполне пригодны как среда
в реакциях синтеза [59, 61, 76—82]. Рассмотрим один пример.

Ферментативный синтез глицерофосфата. В воде (при рН 5) констан-
та равновесия «не благоприятствует» синтезу глицерофосфата [83].

Рис. 1. Кинетические кри-
вые катализируемого кис-
лой фосфатазой гидроли-
за (), 2) и синтеза (3)
глицерофосфата в 95%-
ном глицерине, сг — кон-
центрация глицерофос-
фата; 1 — а-, 2 — β-гли-
церофосфат. Пунктир со-
ответствует равновесной
концентрации глицеро-

фосфата [61]

Так, например, при концентрациях глицерина и неорганического фосфа-
та, равных 2 ммоль/л, выход глицерофосфата должен составить лишь
— 0,01 %. По-другому обстоит дело в 95%-ном глицерине. На рис. 1
(кривая 3) приведена кинетика накопления глицерофосфата при фер-
ментативном синтезе из глицерина и фосфата [61]. К тому же уровню
глицерофосфата в системе можно прийти и при катализируемом кислой
фосфатазой сольволизе α-глицерофосфата (кривая 1) или β-глицерофос-
фата (кривая 2). Это указывает, что достигаемый уровень накопления
глицерофосфата в системе является истинно термодинамически равно-
весным и не ограничивается, например, инактивацией фермента в водно-
органической смеси. Как видно из рис. 1, выход глицерофосфата в 95%-
ном глицерине составляет —35%, что вполне приемлемо для препара-
тивных целей.

III. НЕРАВНОВЕСНЫЕ (КИНЕТИЧЕСКИЕ) ПОДХОДЫ

В некоторых случаях удается достичь такой высокой концентрации
целевого продукта, которая не соответствует термодинамически равно-
весному состоянию системы, а возникает и сохраняется определенное
время по причинам чисто кинетическим. Этот подход широко использу-
ется для увеличения выхода продуктов в катализируемых ферментами
термодинамически неблагоприятных реакциях синтеза.

1. Реакции переноса,
катализируемые гидролитическими ферментами

Если в реакции:

Асу1-ОН + N u d - H ^ Acyl—Nucl + Н2О

равновесие смещено в сторону исходных реагентов, то выход продукта
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Acyl—Nucl можно существенно увеличить с помощью описанного ниже
кинетического приема.

Физико-химическая сущность метода. Например, нужно синтезиро-
вать производное Acyl—X, которое (наряду с неизбежным гидролизом)
способно вступать достаточно эффективно во взаимодействие с нуклео-
филом (Nucl—Η):

Acyl—Χ - ^ - Acyl-OH + ΗΧ
—XHJ+Nucl-H

Acyl-Nucl - ^ - > - Acyl-OH + Nucl-H

Тогда желаемый продукт Acyl—Nucl будет образовываться в реакци-
онной смеси как промежуточное соединение, которое далее гидролизу-
ется. Очевидно, что зависимость концентрации промежуточного про-
дукта Acyl—Nucl от времени должна иметь вид кривой с максимумом
(см. кинетические закономерности последовательных реакций [84]).
Важно то, что при определенных соотношениях концентраций реаген-
тов и констант скоростей отдельных стадий максимальная концентра-
ция Acyl—Nucl может оказаться существенно выше равновесной.

Рассмотрим реакцию (18) более подробно в каталитическом режиме
(с участием какой-либо гидролазы). Механизм катализа многими фер-
ментами класса гидролаз включает образование промежуточного кова-
лентного соединения ацильной части субстрата с ферментом — ацил-
фермента [3, 85]. На последующих стадиях ацилфермент разлагается
под действием воды с регенерацией каталитически активного фермен-
та (Е) и выделением соответствующей кислоты (стадии (I), (II)):

Acyl-X - | ^ - Acyl-Ε -^ψ1^ Acyl-OH ( 1 9 )

| ( I I I > H'°\_F

I+Niicl (V) 1

Однако если в системе присутствует нуклеофил Nucl, способный эффек-
тивно конкурировать с водой, то возможно протекание параллельной
реакции ((I) и (III)), и в реакционной смеси будет образовываться
промежуточный продукт Acyl—Nucl, который далее ферментативно
гидролизуется на стадиях (IV), (V) (см. [3, 86]).

Кинетика накопления и гидролиза продукта Acyl—Nucl описывает-
ся системой дифференциальных уравнений, которую в общем случае
нельзя решить в аналитическом виде, и для ее решения необходимо ис-
пользовать методы численного интегрирования на ЭВМ. Кинетические
закономерности ферментативного переноса ацильного остатка на нук-
леофил весьма подробно изучены в [87, 88]. На рис. 2 показано в каче-
стве примера, как накапливается в реакционной смеси бензилпеницил-
лин при его синтезе из фенилацетилглицина и 6-аминопенициллановой
кислоты:

О S
\

^ ) - C H 2 - C - N H - C H - C O O - + H 2 N-CH-CH С (СН3)2 ->

CH3 0 = С - N СН-СОО-

(20)
О

II / \
>-CH2-C-NH-CH-CH—С (СН3)2 + H2N-CH-COO-

I I I I
О=С N СН-СОО- СН3
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Реакцию катализировали [87] пенициллинамидазой. Из рис. 2 вид-
но, что концентрация продукта в кинетическом оптимуме значительно
превосходит равновесный уровень (пунктир).

Для дальнейшего развития данного кинетического метода важно
то, что экспериментальные результаты вполне описываются теоретиче-
ской кривой, которая построена с использованием кинетических и рав-
новесных констант, определенных в независимых экспериментах [87,
88]. Это открывает возможность предсказывать максимальный выход
и, следовательно, оптимизировать процесс синтеза.

Рис. 2. Кинетическая кривая накопле-
ния продукта в реакции синтеза бен-
зилпенициллина (се — концентрация
бензилпенициллина) из фенилацетил-
глицина и 6-аминопенициллановой
кислоты, катализируемой пенициллин-
амидазой. Точки — эксперименталь-
ные данные, линия —результат реше-
ния системы дифференциальных урав-
нений методом численного интегри-

рования на ЭВМ [87]

40 дО

Применение. Ботвинник с сотр. одна из первых применила указан-
ный метод для стереоспецифического синтеза олигопептидов заданной
последовательности (в качестве катализатора использовали сс-химо-
трипсин) [89, 90]; позднее синтез пептидов подробно изучен в работах
японских авторов [91, 92]. Метод также использован для катализируе-
мого пенициллинамидазой синтеза β-лактамных антибиотиков [87, 88,
93], фосфатидилсерина [94] и фосфатидилэтаноламина [95] (в каче-
стве катализатора использовали фосфолипазу).

Ограничения метода и перспективы. Применение метода ограниче-
но тем, что нужно подобрать (и синтезировать) такой исходный суб-
страт Acyl—X, который, достаточно медленно гидролизуясь по катали-
тическому пути (II) (см. реакцию (19)), весьма эффективно (быстро)
вступал бы во взаимодействие с добавленным нуклеофилом (стадия
(III)). Максимальный выход продукта Acyl—Nucl ограничен также
и его последующим гидролизом (стадии (IV) и (V)). В принципе обе
эти гидролитические «помехи» данного метода можно хотя бы частич-
но подавить, если проводить синтез в условиях, обеспечивающих выпа-
дение продукта в осадок [89—92]. В будущих исследованиях можно
попытаться уменьшить нежелательный гидролиз исходного реагента
Acyl—X и продукта Acyl—Nucl, проводя синтез не в воде, а в водно-
органической смеси с высоким содержанием неводного компонента.
Для этой же цели (для увеличения кинетически контролируемого выхо-
да) может оказаться полезным также применение двухфазных систем
«вода — несмешивающийся с водой органический растворитель» (см.
ниже).

2. Кинетически контролируемое равновесие

Недавно [96] обнаружено весьма интересное явление — гидролиз
этилового эфира Ы-ацетил-.£,-тирозина, катализируемый а-химотрипси-
ном, иммобилизованным на заряженных носителях (сефадексы), про-
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текает при рН 8 не до конца (всего лишь на 60—90% в зависимости от
условий). Более того, в этих же условиях (в воде в присутствии фер-
мента, иммобилизованного на носителе) протекает реакция синтеза
сложного эфира из соответствующей кислоты и спирта:

N-Acet-L-TyrOH + EtOH # N-Acet-L-TyrOEt + Н2О

(см. рис. 3). В результате можно достичь одного и того же состава ре-
акционной смеси как со стороны синтеза, так и со стороны гидролиза.
Этот предельный состав не изменяется в течение продолжительного
времени. В то же время такое состояние системы не соответствует ис-
тинному термодинамическому равновесию. Так, если в систему доба-

2oog sgoci woo1

га

Рис.3 Рис. 4

Рис. 3. Кинетические кривые реакций гидролиза (/) и синтеза (2) этило-
вого эфира К-ацетил-£-тирозина (сэ — его концентрация), катализируемых
α-химотрипсином, иммобилизованным на заряженных носителях (сефадек-
сы). Стрелкой отмечен момент добавления неиммобилизовэнного фермен-

та [96]

Рис. 4. Кинетические кривые реакций синтеза {1) и гидролиза (2) этило-
вого эфира 1\1-ацетил-/.-тирозина, катализируемых иммобилизованным на
спиролирановой матрице α-химотрипсином; / — система освещена, 2 — си-

стема находится в темноте [97]

вить некоторое количество свободного (неиммобилизованного) фермен-
та, то концентрация эфира падает практически до нуля.

По мнению авторов [96], это явление связано с тем, что в двойном
электрическом слое (ДЭС), который существует на поверхности носи-
теля, изменяется свободная энергия химической реакции (по сравнению
со свободной энергией этой же реакции в отсутствие электрического
поля) за счет энергии ориентации диполей реагентов. В итоге может
оказаться, что внутри ДЭС равновесие реакции в большей степени бла-
гоприятствует синтезу продукта, чем в воде. Конечно, объем ДЭС на
поверхности носителя составляет обычно лишь долю общего объема
системы, и, следовательно, сдвиг равновесия в нем должен сказаться
весьма незначительно на суммарном равновесном составе реагентов во
всей системе. Однако если скорости реакций в объеме системы малы по
сравнению с соответствующими скоростями в ДЭС, т. е. если равновесие
реакции во всей системе будет устанавливаться только через ДЭС, то
наблюдаемый равновесный состав реагентов может кинетически кон-
тролироваться равновесием реакции в двойном электрическом слое.
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Именно поэтому авторы [96] предложили для такого рода явлений тер-
мин «кинетически контролируемое равновесие».

Кинетический контроль равновесия можно осуществить, например,
каталитическим путем, если катализатор включить внутрь ДЭС. В этом
случае скорость реакции внутри ДЭС будет, естественно, больше, чем
в объеме системы и поэтому (если равновесие внутри ДЭС благоприят-
ствует синтезу) можно достичь высокого выхода продукта, разумеется,
неравновесного в объеме всей системы. Именно такая ситуация реали-
зуется по мнению авторов [96] в рассмотренном выше примере.

С тех же позиций можно, по-видимому, объяснить тот факт, что гид-
ролиз того же субстрата (этиловый эфир Ы-ацетил-£-тирозина) проте-
кает только на 60%, если катализировать реакцию а-химотрипсином,
иммобилизованным на спиропирановой матрице [97]; соответственно
на 40% проходит реакция синтеза из кислоты и спирта (рис. 4). Инте-
ресно отметить, что данный эффект имеет место лишь при освещении;
в темноте реакция синтеза не идет, а гидролиз протекает на 100%. Как
показано на рис. 4, вследствие этого появилась возможность регулиро-
вать положение "«кинетически контролируемого равновесия» с помощью
света. Японские авторы объясняют это явление тем, что свойства мат-
рицы, определяющие, по-видимому, равновесие химической реакции
вблизи или внутри нее, различны в темноте и на свету [97].

Обе системы открыты совсем недавно (сообщения о них появились
в 1978 и 1979 гг. соответственно), сравнительно мало изучены (для
второй системы еще не вполне ясен механизм действия) и поэтому по-
ка трудно судить об их достоинствах и недостатках, а также о потен-
циальных возможностях применения в ферментативном органическом
синтезе.

IV. ФЕРМЕНТАТИВНЫЙ СИНТЕЗ В ДВУХФАЗНЫХ СИСТЕМАХ
«ВОДА— НЕСМЕШИВАЮЩИЙСЯ С ВОДОЙ ОРГАНИЧЕСКИЙ

РАСТВОРИТЕЛЬ»

Каждый из описанных выше методов, позволяющих сдвигать рав-
новесие (или, в более общем виде, увеличивать выход целевого продук-
та) в катализируемых ферментами термодинамически неблагоприятных
реакциях синтеза, применим лишь для ограниченного числа случаев.
Недавно предложен равновесный подход, который, по-видимому, пред-
ставляет собой более общее решение проблемы. Его суть заключается
в том, что реакцию проводят в двухфазной системе вода — несмеши-
вающийся с водой органический растворитель [67, 68]. Фермент нахо-
дится в водной фазе, и поэтому не нужно решать традиционную проб-
лему стабилизации фермента по отношению к его денатурации под дей-
ствием органического растворителя. Вводимые растворенными в орга-
нической фазе субстраты будут диффундировать из нее в воду, пре-
терпевать там химическое превращение под действием фермента, а
образующиеся продукты будут диффундировать из воды обратно в ор-
ганическую фазу. Таким образом, термодинамическое равновесие в про-
водимой реакции будет устанавливаться по всей водно-органической
системе через воду (с помощью находящегося там в воде катализато-
ра — фермента). Объемная доля органической фазы может быть в
принципе сколь угодно близка к единице (содержание воды должно
быть лишь достаточным, чтобы растворить с сохранением каталитиче-
ской активности нужное количество фермента). Следовательно, усло-
вия равновесия в такой системе могут быть сколь угодно близки к рав-
новесию в чистой органической среде.
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Ферментативная двухфазная система может быть создана либо в
виде двух несмешивающихся слоев, либо как эмульсия водного раство-
ра фермента в органической фазе или, наконец, путем включения фер-
мента в обращенные мицеллы поверхностно-активного вещества [16,
98] (см. также обзоры [8—11]) или в жидкие мембраны [99]. Однако
для технологии гораздо более удобна суспензия в органической среде
частиц (пористое стекло или керамика, полые волокна, гранулы геля,
микрокапсулы и т. д.), пропитанных водным раствором фермента. Фер-
мент может быть использован как в свободном, так и в иммобилизо-
ванном состояниях.

Физико-химическая сущность сдвига химического равновесия. При
переходе от воды (как среды реакции) к двухфазной системе с малым
содержанием водного компонента обнаружен [67, 68] существенный
сдвиг химического равновесия. Одна из причин сдвига равновесия, на-
блюдаемого в реакциях типа А + В ^ С + Н2О (где один из продуктов —
вода), представляется очевидной: это концентрационный эффект, обу-
словленный уменьшением в двухфазной системе концентрации водного
реагента. Существует, однако, еще один, более общий источник сдвига,
а именно: изменение эффективной константы равновесия за счет рас-
пределения реагентов между фазами. Рассмотрим количественные за-
кономерности этого явления на примере некоторых простых реакций.

Реакция А ^ В . В двухфазной системе происходит распределение
реагентов между водой и органическим растворителем:

(Α •=: В) вод

4
"в (21)

V " · ^ • " ' о р г

Здесь индексы «в» и «о» относятся соответственно к воде и органиче-
скому растворителю. Эффективную константу равновесия реакции (21),
равную отношению общих концентраций реагентов А и В, отнесенных
к объему всей двухфазной системы, т. е. Дэфф=[В]общ/[А]общ, можно
записать [100—102] в следующем виде:

ЯЭФФ = Кв | + " р

в , (22)

или

= /Со —

где Кв и Ко — константы равновесия реакции (21) в воде и органиче-
ском растворителе соответственно; a=VJVn — отношение объемов ор-
ганической и водной фаз; РА== [А]О/[А]В и Лз—[В]0/[В]„ — коэффици-
енты распределения реагентов между фазами.

Как видно из формулы (22), значение /Сэфф изменяется при увеличе-
нии а монотонно, а именно: в зависимости от выбора органического рас-
творителя либо возрастает при (РА<.Рв), либо уменьшается (при Р А >
> Р В ) . При достаточно больших значениях а, (когда содержание вод-
ной фазы весьма мало), константа равновесия стремится к пределу,
равному K3PJPA=sK0. Коэффициенты распределения органических сое-
динений между водой и коммерчески доступными органическими рас-
творителями имеют обычно значения от 10~4 до 104 [103, 104]. Следо-
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вательно, предельный сдвиг равновесия (Ka^JKB) может быть в прин-
ципе весьма значительным.

В качестве примера рассмотрим реакцию окисления изобутанола,
катализируемую алкогольдегидрогеназой:

{(СН3)2СНСН2ОН + НАД ^ (СН3)2СНСНО + НАДН}ВОД

1 ^
{(СН 8) 2СНСН 2ОН

^ а л
(СН 3 ) 2 СНС } о р г

Эта реакция хорошо изучена в воде [105]. В двухфазной системе [100—
102] положение равновесия этой реакции описывается уравнением, ана-
логичным (22), поскольку используемый кофактор ни в окисленной, ни
в восстановленной формах (будучи электростатически заряженным) не
переходит из воды в органический растворитель.
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Рис. 5 Рис. 6

Рис. 5. Зависимость эффективной константы равновесия (КЭФФ) реакции окисления
изобутанола в изобутиральдегид, катализируемой алкогольдегидрогеназой в двухфаз-
ной системе вода — органический растворитель, от соотношения объемов фаз (а) и
состава органической фазы этилацетат — гексан: 1—0, 2—12,5, 3 — 50, 4—100%

этилацетата [100, 101]

Рис. 6. Зависимость С̂ЭФФ реакции типа A+B=^C+D в двухфазной системе вода —
органический растворитель от α при некоторых значениях коэффициентов распределе-
ния; 1—4: рА = Рв = 1, Р с = Ю 2 , P D = 1 (/), 10~» (2), 10~2 (3), 10~3 (4); l'—4':
P c = p D = l , Р А = Ю2, Рв = 1 (!'), ΙΟ-1 (2'), ΙΟ-2 (3'), 10~8 (4') (Из работ [100—102])

Следовательно, для NAD и NADH коэффициенты распределения
практически равны нулю. Таким образом,

(24)
спирт

Экспериментальные результаты представлены на рис. 5. На примере
рассмотренной системы следует отметить два момента. Во-первых, ис-
следуемая реакция представляет собой систему, в которой исходные
и конечные реагенты очень слабо различаются по гидрофобности. Так,
в классической системе вода — октанол коэффициенты распределения
альдегидной и спиртовой групп различаются всего лишь на 12% [103].
Тем не менее можно подобрать такой растворитель (см. рис. 5), чтобы
коэффициенты распределения исходных и конечных реагентов разли-
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чались достаточно сильно (за счет, например, специфических сольва-
тационных эффектов). В результате, варьируя природу органической j
фазы, удалось изменить эффективную константу равновесия в весьма
широких пределах (в ~ 100 раз). Во-вторых, как видно из рис. 5, теоре-
тическая кривая / (построенная согласно уравнению (24) с использо-
ванием коэффициентов распределения изобутанола и изомасляного аль-
дегида, найденных в независимом опыте) удовлетворительно согласу-
ется с экспериментом.

Реакция A + B ^ C + D. Зависимость эффективной константы равно-
весия от соотношения объемов органической и водной фаз (а):

(25)
(1+аР д )(1+аР в )

имеет более сложный вид [100—102], чем для предыдущей реакции
первого порядка. Типичные случаи приведены на рис. 6.

Предельный сдвиг равновесия, наблюдаемый в двухфазной системе
при весьма малом содержании воды, может быть в принципе еще более
значительным, чем в простой реакции А ^ В (см. выше). Это представ-
ляется очевидным, поскольку в выражение для предельного сдвига
КЯФФ/КВ=РСРВ/РАРВ при (ос-»-+оо) входит большее число коэффициен-
тов распределения. Однако более важная особенность химических рав-
новесий, содержащих реакции второго порядка, заключается в том, что
зависимость /Сэфф от а при определенных соотношениях коэффициентов
распределения может иметь экстремум (см. рис. 6). Иными словами,
в системе двух несмешивающихся растворителей эффективная констан-
та равновесия может быть больше (или соответственно меньше) пре-
дельных значений, характеризующих равновесие в каждой из фаз. Это
обстоятельство необходимо учитывать при выборе оптимальных усло-
вий для проведения химического синтеза (более подробно см. ниже).

Физико-химическую сущность этого явления (наличие экстремума)
можно вскрыть весьма наглядно на следующем примере. Допустим,
что исходные реагенты распределены между фазами так, что один из
них (А) находится полностью в одной из фаз (вода), а второй реагент
(В) — полностью в другой фазе (органический растворитель). Тогда в
двухфазной системе равновесие реакции полностью будет сдвинуто вле-
во (•^ЭФФ=0), какими бы ни были константы равновесия в каждой из
фаз в отдельности. Причина, очевидно, в том, что реагенты А и В, буду-
чи пространственно разделенными, не могут взаимодействовать друг
с другом. С другой стороны, равновесие будет полностью смещено впра-
во (ЛэФф->-оо независимо от конечных значений констант равновесия в
той или другой фазе), если окажутся полностью отделенными друг от
друга конечные продукты, т. е. если один из продуктов (например С)
полностью будет находиться в воде, в то время как второй продукт
(D) уйдет в органический растворитель.

Экстремальный характер равновесия в двухфазной системе удалось
наблюдать экспериментально (варьируя соотношение объемов водной
и органической фаз) на примере катализируемой α-химотрипсином ре-
акции синтеза этилового эфира г\[-бензоил-1-фенилаланина (из этано-
ла и соответствующей кислоты) [100—102]. В воде выход сложного эфи-
ра ничтожно мал [106, 107]. В то же время в двухфазной системе (при
оптимальном отношении объемов воды и органического растворителя)
выход составил 80, 64, 62 и 26% для хлороформа, бензола, четыреххло-
ристого углерода и диэтилового эфира соответственно [100—102]. Та-
ким образом, в результате применения двухфазных систем удалось под-



Катализ ферментами в органическом синтезе 1391

нять выход сложного эфира практически с нуля до препаративного
уровня.

Уменьшение концентрации водного реагента. В таких реакциях, как
синтез простых и сложных эфиров, амидов, пептидов и т. п., типа
А + В ^ С + Н2О, одним из продуктов является вода. Поэтому в водном
растворе их равновесие смещено в сторону исходных реагентов вслед-
ствие высокой концентрации в системе воды (55,5 М). При переходе к
двухфазным системам происходит уменьшение содержания воды; за
•счет этого выход продукта С должен в принципе увеличиваться.

Рис. 7 Рис. 8

Рис. 7. Зависимость выхода продукта С в реакции типа А+В^С+НгО в двухфазной
системе вода — органический растворитель от α при следующих значениях коэффициен-
тов распределения: / — Р А = Р в = 1 , Рс = 50; 2 — Р А = Рв=0,1, Рс=0,01; 3 — Р А =
= 10, Рв=0,01, Р с = 1 ; 4 — Р А = Р В = 1, Р с = 0 , 1 ; для всех случаев принимали Кв = 10

(из работы [102])

Рис. 8. рН-Зависимость константы равновесия реакции синтеза этилового эфира N-бен-
зоил-1.-фенилаланина в воде (/) и в двухфазной системе хлороформ — 5 об.% воды

(2) [108, 112]

Однако следует учесть, что в двухфазной системе выход продукта
С зависит от концентрации воды двояко: не только по закону действу-
ющих масс, т. е. [С]овщ=Л'э4,ф[А]общ[В]общ/[Н:гО]общ, но также через
константу равновесия, определяемую функцией типа (25) и, следова-
тельно, зависящую от а. В итоге имеем [100—102]:

с = к [AHBJ = к [А][В](1+«Рс)(1+«)

Согласно этому уравнению, зависимость [С] от α может иметь весьма
сложный вид (рис. 7). В частности, при некоторых соотношениях коэф-
фициентов распределения происходит даже уменьшение выхода про-
дукта С при уменьшении концентрации в системе второго продукта —
воды. Это обусловлено тем, что при увеличении α эффективная констан-
та равновесия уменьшается сильнее, чем общая концентрация воды в
системе (см. уравнение (26)).

Сдвиг ионных равновесий. Протекание многих реакций сопровожда-
ется ионизацией реагентов, например:

НА + В ;

хравн . где НА

^равн •C + D, где В
(27)
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При переходе от воды к двухфазным системам следует ожидать, что
изменится константа равновесия не только собственно химической ре-
акции (/(равн), но также процессов ионизации {Ка или Кь)- В результате
сдвиг равновесия суммарного процесса будет, очевидно, определяться
изменениями всех констант и, следовательно, зависеть от рН.

В данном разделе мы проанализируем физико-химические причины
изменения констант ионных равновесий в двухфазных водноорганиче-
ских системах по сравнению с водными растворами, а также рассмот-
рим возможности, которые открываются здесь для увеличения выхода
продуктов в катализируемых ферментами термодинамически неблаго-
приятных синтетических реакциях.

Рассмотрим процесс ионизации, например, кислоты, в двухфазной
водноорганической системе [108, 109J:

(HA) o p r

При этом будем полагать, что в органической фазе растворяется прак-
тически только незаряженная форма кислоты или основания. Это пред-
положение, как правило, справедливо (см., например, [103]). Исклю-
чение составляют лишь сильнополярные растворители, которые способ-
ны экстрагировать из воды заряженные соединения в виде ионных пар
[ПО].

Константу ионизации кислоты в двухфазной системе определим
обычным способом согласно уравнению Хендерсона — Хассельбалха:

где [А~]общ и [НА]о б щ — общие концентрации ионизованной и неиони-
зованной форм кислоты соответственно, рассчитанные на объем всей
двухфазной системы; рН характеризует водную фазу. Тогда имеем
[108, 109]:

(ptf.),* 4=p/C.+lg(l+aPHA). (29)

Аналогично для процесса протонизации основания В в двухфазной си-
стеме

Р)орг

получим [108, 109] следующее выражение для эффективной константы
равновесия:

(рКъ)ЯФФ=рКь—lg(l+aPB). (31)

Таким образом, в двухфазных водноорганических системах наблю-
дается увеличение рКа кислоты на величину lg (l + aPSA) и соответст-
венно уменьшение рКь основания на величину lg (1 + аРв) • Коэффици-
енты распределения органических кислот и оснований могут достигать
[103, 104] величин 102—104. Следовательно, в системе, содержащей, на-
пример, 1 об.% воды (а=100) , сдвиг эффективного значения рК мо-
жет составить 4—6 единиц рН.

В работе [108] изучены равновесия ионизации модельных соедине-
ний 2,4-динитрофенилтриптофана (кислота) и нейтрального красного
(основание) в двухфазных водноорганических системах. Показано, во-
первых, что эффективное значение рК в таких системах действительно
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сдвигается по сравнению с водными растворами, причем эксперимен-
тальная величина сдвига достигает пяти и более единиц рН. Во-вторых,
экспериментальные зависимости рКь, ДвУхфаз нейтрального красного от α
удовлетворительно описываются теоретической кривой, построенной
по уравнению (31) с использованием коэффициента распределения Рв,
найденного в независимом опыте.

Рассмотрим теперь, как эти сдвиги рК реагентов могут влиять на
равновесие химических реакций, протекающих в двухфазных водноор-
ганических системах, и какие возможности здесь заложены для увели-
чения выхода целевого продукта.

Совмещение ρΗ-оптимумов эффективности катализатора и равнове-
сия катализируемой реакции. Нередко возникает ситуация, когда рН-
оптимум стабильности и каталитической активности фермента сущест-
венно удален от тех значений рН, которые термодинамически благо-
приятствуют синтезу данного продукта. В качестве примера можно
указать на процессы получения β-лактамных антибиотиков (термоди-
намический рН-оптимум лежит в интервале значений рН 3—5) [88],
я-нитроанилидов (рН-оптимум 2—3) и сложных эфиров N-замещенных
аминокислот, благоприятными для синтеза которых являются значе-
ния рН ниже 3 [106, 107, 111]. В то же время большинство ферментов,
способных катализировать эти синтетические реакции (пеницил-
линамидаза, трипсин, α-химотрипсин и другие протеазы), активны и
стабильны лишь при нейтральных (или близких к нейтральным) зна-
чениях рН. Разрешить данное противоречие возможно, используя в ка-
честве среды реакции не воду, а двухфазные водноорганические си-
стемы.

В качестве примера рассмотрим синтез этилового эфира N-бензоил-
L-фенилаланина, катализируемый а-химотрипсином:

R—СООН + EtOH ̂  R—COOEt + НаО „ ч%ка (32)
R-COO-

На рис. 8 показана рН-зависимость константы равновесия этой реак-
ции в воде (кривая 1) [106]. Видно, что благоприятными для синтеза
являются лишь значения р Н < 3 , в то время как при нейтральных или
близких к нейтральным значениях рН (т. е. в условиях функциониро-
вания α-химотрипсина) равновесие смещено практически нацело в
сторону исходных веществ; существенную роль в этом играет то обстоя-
тельство, что один из реагентов (кислота) в данных условиях диссоци-
ирован. Таким образом, в воде ферментативная реакция не может иметь
препаративного значения.

При переходе к двухфазным водноорганическим системам [108,
112, 113] эффективное значение рКа кислоты увеличится (см. уравне-
ние (29)); следовательно, рН-зависимость константы равновесия сме-
стится в сторону нейтральных или щелочных значений рН. На рис. 8
показана рН-зависимость константы равновесия реакции (32) в двух-
фазной системе хлороформ+ 5 об.% воды (кривая 2). Видно, что по
сравнению с водными растворами значение рК кислоты возросло более
чем на 3 единицы (см. смещение кривой 2 по оси абсцисс вправо по
сравнению с кривой / ) . В результате удалось совместить значения рН,
термодинамически благоприятные для синтеза, с рН-оптимумом ката-
литической активности и стабильности α-химотрипсина (см. пунктир,
рН 7,5). Кроме того, возросло также (более чем на порядок) предель-
ное, т. е. рН-независимое значение константы равновесия (см. смещение
кривой 2 вверх по оси ординат). Причина в том, что продукт (сложный
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эфир) преимущественно экстрагируется из воды в органическую фазу.
В итоге суммарное изменение константы равновесия при рН 7,5 (пунк-
тир на рис. 8) составляет ~ 5 порядков. Именно поэтому стало возмож-
ным при нейтральных значениях рН обратить реакцию гидролиза прак-
тически нацело в сторону синтеза. Так, выход сложного эфира в дан-
ной системе составляет 80—100% (в зависимости от концентраций реа-
гентов), в то время как в воде он не превышает 0,01%.

Пептидный синтез. Примером реакции, протекающей с участием
двухионогенных соединений, может служить синтез пептидной связи:

RiCOOH + R2NH2 φ RJCONHRJ + H2O
№ (33)

Э- R2NH+ v

Значения p/C« карбоновых кислот лежат обычно в интервале 3—4, а
рКь аминов — 8—10 [50, 107, 114]. Следовательно, в воде во всем ин-
тервале значений рН хотя бы один из исходных реагентов находится
практически полностью в заряженной форме. В результате равновесие

Рис. 9 Рис. 10

Рис. 9. рН-Зависимость константы равновесия реакции синтеза М-ацетил-£-триптафа-
нил-/,-лейцинамида в воде (1) и в двухфазной системе этилацетат—вода с содержа-

нием воды 17 (2) и 2 об.% (3) [108, 115]

Рис. 10. Экстремальный характер зависимости КЯФФ реакции типа A + B ^ C + D в
двухфазной системе вода—органический растворитель от соотношения объемов фаз
(а) при следующих значениях коэффициентов распределения: РА = Р В = 1; Р С = 1 0 2 ,
P D = 1 0 - 2 {1); Р с = 1 0 3 , P D = 1 0 - 3 (2); PC=W, P D = 1 0 - 4 (3); P c = 1 0 5 , P D = 1 0 - S (4)

(из работы [102])

суммарной реакции практически нацело сдвинуто влево, в сторону гид-
ролиза [107].

При переходе к двухфазным водноорганическим системам эффек-
тивное значение рКа кислоты, как правило, увеличивается, а рКь осно-
вания уменьшается (см. выше). Это означает, что при нейтральных
значениях рН в той или иной степени повышается доля незаряженных
форм как кислоты, так и амина [108, 109]. Следовательно, равновесие
реакции (33) должно сдвигаться вправо, в сторону синтеза. Второй ис-
точник сдвига равновесия состоит в том, что пептид, как правило, экст-
рагируется из воды в органический растворитель лучше, чем исходные
реагенты. И, наконец, в-третьих, равновесный выход продукта реакции
(33) в двухфазной водноорганической системе должен возрасти так-

же за счет уменьшения содержания воды.
Этот подход апробирован нами [108, 109, 115, 116] на примере ка-

тализируемой α-химотрипсином реакции синтеза Ы-ацетил-Ь-трипто-
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фанил-/--лейцинамида:

N—Ac—L-Trp + L-LeuNH2^ L—Ac—L-Trp—L-LeuNH2 + H2O.

При переходе от воды к двухфазной системе этилацетат + 2 об.% воды
константа равновесия синтеза возросла более чем на три порядка (ср.
кривые / и 3 на рис. 9). В результате равновесие реакции значительно
сдвинулось вправо, что позволило осуществить синтез дипептида прак-
тически количественно; в воде при прочих равных условиях выход не
превышает 0,1%.

Синтез ионных продуктов. Казалось бы, что двухфазный подход к
проведению препаративного органического синтеза не применим к ре-
акциям, где продукты — ионы, поскольку они не будут переходить из
воды в органическую фазу и, следовательно, распределяться по всей
системе. Однако эту трудность можно преодолеть, подбирая для ионных
реагентов гидрофобные противоионы, как это принято, например, в хи-
мии нуклеотидов [117] и оказалось также полезным в аналитическом
радиоактивном методе [118]. Нами этот подход испытан на примере
синтеза глицерофосфата из неорганического фосфата и глицерина [67].
Реакцию катализировали с помощью щелочной фосфатазы, используя
тетрабутиламмоний в качестве гидрофобного противоиона к фосфатам.
В двухфазной системе хлороформ — вода выход глицерофосфата со-
ставил более 30% [67], в то время как в воде (в отсутствие органиче-
ской фазы, но при прочих равных условиях) выход ничтожно мал [83].

Ферментативный двухфазный метод применен также и для других
практически важных процессов с ионными продуктами, таких как мо-
дификация антибиотиков [119], синтез дипептида из свободных амино-
кислот [120] и разделение рацемической смеси свободных аминокис-
лот [121].

Общие замечания по выбору экспериментальных условий. Теорети-
ческое рассмотрение [100—102] равновесия химических реакций в
двухфазных водноорганических системах позволяет сделать следую-
щий вывод: равновесие химической реакции в двухфазной системе в
общем случае определяется константой равновесия этой реакции в од-
ной из фаз, коэффициентами распределения исходных и конечных реа-
гентов и отношением объемов органической и водной фаз. Следова-
тельно, зная уравнение, которое описывает равновесие реакций в двух-
фазной системе, и коэффициенты распределения (из литературы или из
независимых экспериментов), можно вычислить значение Κ3φφ и, следо-
вательно, выход продуктов реакции (см., например, уравнения (22),
(25) и (26)). К сожалению, в настоящее время в литературе опублико-
вано пока недостаточное количество сведений о коэффициентах рас-
пределения различных веществ, а имеющиеся сведения не всегда на-
дежны [103, 104]. Кроме того, необходимо учитывать, что при высоких
концентрациях реагентов они сами могут изменять реакционную среду,
и поэтому в распределении реагентов (и, следовательно, в эффективном
равновесии химической реакции) будут наблюдаться отклонения от
простой (идеальной) модели [122].

Предсказывать направление и величину изменения равновесия в
двухфазной системе по сравнению с водой важно потому, что зависи-
мость величины /Сэфф (и выхода продуктов химической реакции) в двух-
фазной системе от соотношения объемов фаз (а) может иметь доволь-
но сложный вид. Следовательно, это может затруднить выбор экспери-
ментальных условий для проведения синтеза. В этой связи обратим
внимание на два момента.
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1. При определенных соотношениях коэффициентов распределения
значение /Сэфф для реакции (4), наблюдаемое в двухфазной системе, мо-
жет быть существенно больше (см. рис. 6, кривые 2—4) или соответст-
венно меньше (рис. 6, кривые 2'—4'), чем константы равновесия этой
же реакции в каждой из фаз. Проанализируем данное явление более
подробно (количественно) на примере двухфазной системы, где Кв=
= К0, т. е. будем полагать, что в том и другом несмешивающемся рас-
творителе константа равновесия принимает одно и то же значение. Зна-
чения коэффициентов распределения будем варьировать в пределах
наиболее разумных значений от Ю~5 до 105, (ср. [103]).

На рис. 10 показано, как изменяется в том или другом случае эф-
фективное значение Кафф в зависимости от соотношения объемов фаз

Рис. 11. Примеры S-образной зависимости
/(эф Φ реакции типа A+B=^=C+D в двухфаз-
ной водно-органической системе от α при сле-
дующих значениях коэффициентов распределе-
ния: / — Р А = Р в = 103, P c = P D = 1 0 5 ; 2—.
р А = Р в = Ю, P C = P D = 1 0 3 ; 3 — Р А = Р В =
= 0,1, PC = P D = 1 0 ; 4 — Р А = Р В = Ю - 3 , Р С =
= P D = 0 , 1 ; 5 — Р д = Рв=10- 5, P C = P D = 1 0 - 3

(из работы [102])

(а). Видно, что максимальное значение эффективной константы равно-
весия, наблюдаемое для реакции типа A + B ^ C + D в двухфазной си-
стеме, может в 104 и более раз превышать соответствующие константы
равновесия этой же реакции в каждой из фаз. Следовательно, примене-
ние двухфазных систем в качестве реакционной среды может оказать-
ся особенно полезным для увеличения выхода целевого продукта в та-
ких реакциях (не обязательно ферментативных), где равновесие ни в
одном из доступных и пригодных для протекания данной реакции рас-
творителей не сдвинуто в достаточной степени в желаемую сторону.

2. При выборе условий для проведения синтеза следует также учи-
тывать, что зависимость /Сэфф от α может быть S-образной (даже в не-
логарифмических координатах) [102], т. е. в некотором интервале зна-
чений α равновесие реакции как бы нечувствительно к изменению сре-
ды. Это видно из рис. 11, где нами проанализирован случай, когда
Ю4 Кв=К0. Видно, что в зависимости от коэффициентов распределения
(которые мы варьировали в интервале разумных здачений от 10~5 до
105 [103]) сдвиг химического равновесия наблюдается как при ничтож-
но малом содержании органической фазы ( а = V0/VB£& 10~5, кривая /) ,
так и при сравнимых количествах фаз ( а « 1 , кривая 3), или же, нако-
нец, почти в отсутствие воды в системе ( а « 10\ кривая 5). В каждом
из этих случаев для создания двухфазной системы удобно применять
разные методические приемы. Так, двухфазные системы можно созда-
вать следующим образом.

а) Для систем с малым содержанием органической фазы (а<С1)
это может быть, например, водный раствор поверхностно-активного ве-
щества, образующего мицеллы1; внутренняя (гидрофобная) область
мицелл будет служить органической фазой (см. [123]).

' В случае мицеллярных систем можно лишь условно говорить о наличии двух
фаз, поскольку отсутствует видимая граница раздела. Поэтому более уместным будет
говорить о «псевдодвухфазных» системах [123]. Тем не менее все рассмотренные выше
закономерности сдвига будут здесь иметь место (см., например, [124, 125]).



Катализ ферментами в органическом синтезе 1397

б) Для систем с малым содержанием воды ( а > 1 ) фермент, по-ви-
димому, следует включить в «обращенные» мицеллы поверхностно-ак-
тивных веществ в органическом растворителе [16, 98, 125].

в) Системы, содержащие сравнимые количества органической и вод-
ной фаз, могут быть созданы, как уже упоминалось выше (см. гл. I),
в виде эмульсии водного раствора фермента в органическом раствори-
теле или как суспензия в этом растворителе пористых частиц, пропи-
танных водным раствором фермента. При использовании эмульсии весь-
ма важным является вопрос об удельной поверхности раздела фаз: чем
больше эта поверхность, тем быстрее протекает диффузия реагентов
через границу раздела фаз, что благоприятно влияет на кинетику реак-
ции; с другой стороны, при этом может ускориться инактивация ката-
лизатора (фермента) в результате адсорбции его на границе раздела
фаз [126]. В таком случае можно использовать простую двухслойную
систему.

Вообще говоря, в качестве «органической» фазы можно использо-
вать любое вещество, способное образовывать с водой двухфазную (или
псевдодвухфазную) систему. Например, им может быть нерастворимый
в воде полимер [127, 128].

V. СОВРЕМЕННОЕ СОСТОЯНИЕ И ПЕРСПЕКТИВЫ ВНЕДРЕНИЯ
ФЕРМЕНТАТИВНОГО КАТАЛИЗА В ОРГАНИЧЕСКИЙ СИНТЕЗ

Из приведенного обзора видно, что ферменты удалось весьма успеш-
но применить без дополнительной их стабилизации (по отношению к
денатурирующим воздействиям реакционной среды) в целом ряде син-
тетических реакций. Этому способствовала прежде всего разработка
физико-химических подходов, позволивших увеличить выход продукта
непосредственно в условиях, благоприятных (оптимальных) для био-
катализа.

Как следует из данных, приведенных в настоящем обзоре, для це-
лей органического синтеза уже оказались полезными около пятидеся-
ти ферментов, главным образом в следующих процессах (ссылки при-
ведены лишь на обзоры и последние обобщающие статьи).

1. Синтез олиго-и полинуклеотидов

Методы химического синтеза межнуклеотидной связи в настоящее
время разработаны еще недостаточно, а осуществить синтез полинук-
леотида, содержащего несколько десятков звеньев, чисто химическим
способом практически невозможно [129]. Поэтому в литературе уде-
ляют большое внимание ферментативным методам синтеза олиго- и
полинуклеотидов. Для синтеза олигорибо- и олигодезоксирибонуклео-
тидов используют рибонуклеазу [24, 129—132]:

Ν > ρ + Ν' Р Н К а з а + NpN', (34)

полинуклеотидфосфорилазу [24, 129, 130, 133]:

I + NDP " Н Ф а з а > ΙρΝ + Ρ; (35)

или РНКлигазу [129, 134]:

NpN' + pN"pN'"p Р Н К л и г а з а + А Т Ф-> NpN'pN"pN"P (36)

Здесь N > p — это нуклеозид-3',5'-циклофосфат, N — нуклеозид,
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NDP — нуклеозиддифосфат, NpN' — динуклеозидмонофосфат, I — мо-
лекула инициатора (праймера) (обычно динуклеотид).

Для реакции (34) в качестве катализатора предпочитают использо-
вать неспецифические рибонуклеазы. Это позволяет синтезировать оли-
гонуклеотиды, содержащие самые различные, в том числе и не встре-
чающиеся в природе, нуклеозиды. В реакции (35) может протекать
весьма нежелательный процесс полимеризации; для его подавления раз-
работано несколько подходов [24]. Реакция (36) открыта сравнитель-
но недавно и пока практически не используется.

Ш — цов». Горизонтальные ли-
I _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ н и и — последовательность

(Ж) | + ιιιιιιιιιιιιιπτττττττ нуклеотидов, соединен-
ных ковалентными связя-

ιιιιιιιιιιιιιιΐΓΤΐιιΐιιιιιιιιιιιιιιιιιιιιιιιι ми, вертикальные черточ-
> ки — комплементарные

(И) I ДНКдагяда+АТР ' нековалентные (водород-
ные) связи

Для синтеза двухцепочечных полинуклеотидов определенной после-
довательности Корана и сотр. [135, 136] разработали метод, который
получил название «метод липких концов». Его идея понятна из рис. 12.
Согласно этому методу, на первой стадии исходные олигонуклеотиды
(длиной 5—15 звеньев) образуют двухцепочечный комплекс за счет
комплементарных нековалентных взаимодействий (стадия I). Далее в
полученном комплексе пространственно сближенные 3'- и 5'-концы
соединяются ковалентными связями под действием ДНКлигазы (ста-
дия (II)) . Таким способом синтезируют все фрагменты, из которых
должен состоять конечный полинуклеотид, и соединяют их между со-
бой сначала за счет комплементарных нековалентных взаимодействий
(стадия (III)), а затем и ковалентными связями (стадия (IV)). По этой
схеме Корана и сотр. осуществили синтез структурного гена тРНКала-
нина [135] и полного гена супрессорной тРНК тирозина [136].

2. Регенерация AT Φ

Аденозин-5'-трифосфат (АТФ) является субстратом многих фермен-
тативных реакций и широко используется в научно-исследовательской
практике, а в последние годы — и в ферментативном органическом син-
тезе. Именно в связи с последним обстоятельством возникла проблема
регенерации АТФ из АДФ и (или) АМФ.

Среди довольно большого числа систем, предложенных для этой це-
ли, в настоящее время наиболее пригодными следует признать две ре-
акции, катализируемые либо ацетилфосфокиназой [137—139]

_ , ацетилфосфокнназа «_ _ .
АДФ + ацетилфосфат • АТФ + ацетат
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либо карбамоилфосфаткиназой [140]:
, _... , карбамоилфосфаткиназа . _ . ,

АДФ + карбамоилфосфат - *• АТФ + карбамат

Если в качестве исходного реагента используют АМФ, то в систему не-
обходимо ввести также фермент аденилаткиназу [137]:

аденилаткиназа
АМФ + АТФ ^ 2АДФ

На основе ацетилфосфокиназы и аденилаткиназы, иммобилизован-
ных на сефарозе, и карбамоилфосфокиназы, иммобилизованной на
стекле, созданы лабораторные установки регенерации АТФ [138, 140].

3. Синтез меченых соединений

Соединения, содержащие в определенных положениях своих моле-
кул тяжелые или радиоактивные атомы, находят широкое применение
в химии и биологии для изучения механизмов химических и фермента-
тивных реакций, путей метаболизма, строения молекул и т. д. Для
синтеза таких соединений в последние годы все шире начинают исполь-
зовать ферменты. Применение ферментов имеет следующие основные
преимущества.

Во-первых, специфичность. При синтезе меченых соединений весь-
ма важно ввести метку в строго определенное положение молекулы.
Уникальная специфичность ферментов, как правило, позволяет сделать
это. Помимо высокой чистоты целевого продукта в ферментативном
синтезе дорогостоящий радиоактивный материал не расходуется на по-
бочные реакции.

Во-вторых, высокая скорость. В настоящее время весьма перспек-
тивным представляется использовать в качестве меток так называемые
короткоживущие изотопы, например, "С (время полураспада Тч,=
=20,3 мин), 13N (Гу,= 10 мин), ' Ό (7\ г =2 мин) и др. Однако вследст-
вие высокой скорости распада таких изотопов чисто химические мето-
ды синтеза часто оказывались неэффективными. Получение соедине-
ний, содержащих короткоживущие изотопы, стало возможным благо-
даря использованию ферментов [141].

В-третьих, мягкие условия. Ферментативные реакции протекают в
мягких, как правило, физиологических условиях. Это является суще-
ственным, например, при синтезе меченых аминокислот (отсутствует
рацемизация) или белков (отсутствует денатурация).

К настоящему времени в литературе описаны десятки примеров
успешного применения ферментов для синтеза различных меченых сое-
динений.

Белки. Для получения меченых производных белков обычно исполь-
зуют систему [142—144]:

пероксидаа

Белок + К1251 + Н2О2 " Белок—™Ч.

Фермент используют в растворимом или, что предпочтительнее, в им-
мобилизованном [144] виде.

Аминокислоты. Исходными реагентами для получения меченых ами-
*

«окислот служат α-кетокислоты и NH3 [ 141, 145—149]:
R-C-COOH + NH3 + НАДН ̂  L-R-CH-COOH + НАД+

II I
О *NH 2
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Реакцию катализирует глутаматдегидрогеназа, полученная из сердца
быка, которая (в отличие от фермента из других источников) имеет
широкую субстратную специфичность.

Нуклеозидтрифосфаты. При помощи ферментов удалось решить
проблему получения нуклеозидтрифосфатов, содержащих 3 2Р только в
α-, β- или γ-положении [150—153].

Сахара. Ферменты использованы для получения некоторых коммер-
чески недоступных Сахаров из продажных препаратов меченой глюкозы
[47, 154].

4. Синтез олигопептидов

В 30-х годах в работах Бергмана было впервые показано, что про-
теолитические ферменты могут осуществлять не только гидролиз, но и
синтез пептидов. В последние годы количество публикаций на эту тему
резко возросло, так как ферментативные или комбинированные (фер-
ментативные + химические) методы стали рассматривать как серьез-
ную альтернативу чисто химическим методам синтеза пептидной связи.
К преимуществам ферментативного метода следует отнести: а) отсут-
ствие рацемизации; б) мягкие условия реакции, исключающие деструк-
цию лабильных соединений; в) отсутствие необходимости защищать
функциональные группы в боковых цепях аминокислот; г) отсутствие
необходимости активировать реагирующие группы.

Помимо большого количества модельных олигопептидов [29, 30,
34—42, 57, 58, 64, 65, 89—92] при помощи ферментов синтезированы
такие важные биологически активные соединения, как ангеотензин
[39], энкефалины [42, 155], инсулин человека [64, 65].

Существенно расширился круг используемых ферментов: если до
1970 г. в качестве катализаторов использовали только папаин и химо-
трипсин, то к настоящему времени нашли применение также трипсин,
пепсин, субтилизин, фицин, бромелаин, карбоксипептидаза (для удале-
ния защитных групп [156]), термолизин и бактериальные металлопро-
теиназы.

5. Синтез и модификация β-лактамных антибиотиков

Весьма перспективным представляется широко разрабатываемый в
последние годы способ ферментативной модификации β-лактамных ан-
тибиотиков с целью улучшения их свойств. Согласно этому способу [5,
15], на первой стадии проводят катализируемый пенициллинамидазой
гидролиз природных β-лактамных антибиотиков для получения так на-
зываемого ядра антибиотика: 6-аминопенициллановой кислоты (в слу-
чае пенициллинов) или 7-аминоцефалоспорановой кислоты (в случае
цефалоспоринов). На второй стадии ядро антибиотика ацилируют (ка-
тализатор — пенициллинамидаза):

На второй стадии ацилирования выход продукта можно увеличить,
проводя реакцию в слабокислой среде (оптимальными для синтеза яв-
ляются в большинстве случаев значения рН 4,5—5,0) или используя
в качестве ацилирующего агента не свободную кислоту, а ее активиро-
ванные производные.

Варьируя ацильный радикал R2, можно целенаправленно улучшать
свойства антибиотиков — расширять спектр их действия, повышать
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устойчивость в организме, снижать аллергентность. Насчитывается уже
несколько десятков полученных таким способом («полусинтетических»)
антибиотиков [5, 15, 87, 88, 157].

6. Модификация стероидов

Ферменты, клетки или неочищенные экстракты используют также
для модификации стероидов [158—164].

7. Промышленные процессы

Наряду с рассмотренными выше лабораторными разработками в
настоящее время создан ряд технологических (промышленных) про-
цессов с применением иммобилизованных ферментов: а) синтез L-acna-
рагиновой кислоты с использованием иммобилизованных микробных
клеток, содержащих аспартазу [14]; б) синтез L-яблочной кислоты с
использованием иммобилизованных микробных клеток, содержащих
фумаразу [15]; в) получение 6-аминопенициллановой кислоты с ис-
пользованием иммобилизованной пенициллинамидазы [15]; г) разде-
ление с помощью иммобилизованной аминоацилазы рацемических сме-
сей аминокислот (полученных химически, неферментативным путем)
[15, 19]; д) получение производных D-аминокислот с использованием
иммобилизованной гидантоиназы [15].

Существуют также крупномасштабные промышленные процессы, ко-
торые выходят за классические рамки органического синтеза и отно-
сятся скорее к производству пищевых продуктов: е) получение глюко-
зофруктозных сиропов с использованием иммобилизованной глюкозо-
изомеразы [165, 166]; ж) разложение лактозы (получение безлактозно-
го молока) с использованием лактазы [15].

Некоторые процессы отработаны пока лишь на пилотных установ-
ках: з) получение глюкозы из частичных гидролизатов крахмала с ис-
пользованием иммобилизованной глюкоамилазы [167]; и) получение
глюкозы и (или) этанола из целлюлозы с использованием целлюлазы
[168]; к) получение глюкозо-фруктозных сиропов из сахарозы с ис-
пользованием иммобилизованной инвертазы [15].

В таблице, взятой нами из [14] и дополненной данными Клесова
[169], приведен список организаций, которые создали эти промышлен-
ные (или пилотные) процессы.

Может показаться удивительным, что в обзор по органическому син-
тезу мы включили также и «пищевые» процессы (е—к). Необходи-
мость такого комплексного подхода к анализу современного состояния
проблемы (внедрение ферментов в промышленные процессы) частично
обусловлена тем, что ферментные катализаторы уже давно применя-
ются в пищевой промышленности и поэтому в настоящее время (1976—
1979 гг.) пищевая промышленность — это главный потребитель про-
изводимых ферментов [13]. Однако главные причины, которые побуди-
ли нас рассмотреть как можно более полную картину технологических
процессов, катализируемых ферментами, заключаются в следующем.
Во-первых, применение ферментов начинает раздвигать привычные
рамки органического синтеза. Во-вторых, якобы пищевой ферментатив-
ный процесс (и) откроет, возможно, новые перспективы в крупномас-
штабном получении сырья для химической технологии, а именно этано-
ла (а возможно, и глюкозы). И наконец, на основании уже реализован-
ных процессов легче прогнозировать некоторые экономические факто-
ры. Видно, что современная микробиологическая промышленность уже
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Использование иммобилизованных ферментов на крупномасштабных (промышленных) (К)
и «пилотных» установках (π)

Фирма

ANHEUSER BUSCH
(BRD)
CLINTON CORN
(USA)
CAR MI (USA)
CORNING GLASS
(USA)
US ARMY NATICK
CENTER (USA)
DENKI KAGAKU
(Japan)
DIAMOND
SHAMROCK (USA)
GIST BROCADES
(Netherlands)
GULF OIL (USA)
HAMEEN PERUNA
(Finland)
ICI (England, USA)
LE HIGH UNIVER-
SITY (USA)
NOVO (Denmark)
SANMATSU (Japan)
SNAM PROGETTI
/Tf «Ι.Λ
(Italy)
TANABE SELYAKU
(Japan)
VALIO (Finland)
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' Классификацию процессов см. стр. 1401.

сейчас (1976 г.) в состоянии обеспечить производство ферментов в ко-
личестве сотен тонн в год (стоимостью ~150 миллионов долларов)
[13]. В свою очередь вклад фермента в общую стоимость продукта в
ряде случаев незначителен [13, 14].

Для более широкого внедрения биокатализа в промышленные про-
цессы (в которых экономические факторы играют решающую роль)
необходимо, конечно, и в дальнейшем совершенствовать процессы мик-
робиологического синтеза и выделения ферментов, методы получения
носителей и иммобилизации на них ферментов, совершенствовать фер-
ментные реакторы и т. д. Однако ключевые вопросы на данном этапе —
это стабилизация ферментов, см., например, [170], далее регенерация
кофакторов, применение полиферментных систем и иммобилизация
микроорганизмов.
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