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I. ВВЕДЕНИЕ

Общеизвестно, что благодаря катализу осуществляются все биохими-
ческие реакции в природе и ~8О°/о процессов в промышленности. В по-
следние годы объектами пристального внимания становятся биокатали-
заторы (особенно клетки микроорганизмов), которые обладают высокой
каталитической активностью, специфичностью, способностью осуществ-
лять химические процессы при обычных температурах. Успехи химик
стероидов, широко применяющей биокатализаторы, наглядно показали
их преимущества перед химическими реакциями. Однако применение-
биокатализатор\ов в целях направленной трансформации органических
веществ существенно ограничивалось спецификой работы с ними, рас-
смотрением превращений определенных классов соединений, их лабиль-
ностью, трудностью отделения от продуктов реакции и в ряде случаев,
низкой экономической эффективностью из-за однократного применения.

Использование биокатализаторов приобрело большое развитие в свя-
зи'с открытием возможности их иммобилизации, в результате чего в;
последние 10—15 лет началось целенаправленное получение их закреп-
ленных на носителе либо в геле форм [1—15], при этом особое внимание
уделяется созданию высокоэффективных биокатализаторов на основе им-
мобилизованных клеток микроорганизмов.

В настоящее время известно около 100 лабораторных разработок при-
менения иммобилизованных клеток микроорганизмов в тонком органи-
ческом синтезе для получения органических кислот, растворителей, мета-
на, водорода, этилового спирта, ферментов, антибиотиков, аминокислот^
пантотеновой кислоты, глутатиона, стероидов, а также для очистки сточ-
ных вод. Несколько процессов уже нашли практическое воплощение в.
промышленных масштабах: получение аспарагиновой и яблочной кислот,
лизина из капролактама, лейцина и этилового спирта [16], в США с
1984 г. работает завод мощностью 600 т, выпускающий фенилаланин, а
в Японии не только аминокислоты, но и этанол, акрилонитрил произво-
дят с помощью иммобилизованных клеток микроорганизмов.
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Это объясняется целым рядом преимуществ использования иммоби-
лизованных клеток по сравнению с использованием иммобилизованных
ферментов и обычных клеток [17—19].

1. Отсутствие затрат на выделение и очистку ферментов.
2. Более высокая стабильность и активность по сравнению с иммоби-

лизованными ферментами и свободными клетками, так как иммобилиза-
ция защищает клетки от внешних воздействий.

3. Уменьшение затрат на выделение и очистку продуктов реакции, так
как они изолированы от биомассы и продуктов обмена микроорганизмов.

4. Появление возможности создания непрерывных автоматизирован-
ных производств, при этом уменьшается ингибирование как субстратом,
так и продуктом реакции.

5. Способность к длительному функционированию полиферментных
систем и регенерация кофакторов.

6. Возможность уменьшения объемов реакций, проводимых иммоби-
лизованными клетками по сравнению со свободными.

7. Улучшается возможность контроля за протеканием реакции.
8. Ожидается существенное уменьшение степени загрязнения окру-

жающей среды.
9. Существенное снижение стоимости продуктов реакции.
Однако несмотря на -все возрастающее количество публикаций по им-

мобилизации клеток микроорганизмов, результаты этого процесса и при-
менения иммобилизованных клеток микроорганизмов непредсказуемы,
•обусловлены прежде всего способностью клетки сохранять при иммоби-
лизации и в иммобилизованном состоянии конкретную активность, ста-
бильно работать в конкретном процессе и зависят от самых разнообраз-
ных факторов. Практически все существующие методы иммобилизации
обладают определенными положительными моментами и недостатками.
Наиболее распространенным методом является включение в гель. Он
•обеспечивает многократное использование без отделения клеток и по-
вторного засева среды, высокую концентрацию клеток в носителе, ис-
пользование высокопроизводительных реакторов, но отличается повы-
шенным сопротивлением массоперенрсу, обусловленным диффузией
субстратов и продуктов в гель и обратно. Физико-химические параметры
микроокружения (например, рН) в гранулах носителя могут существен-
но отличаться от соответствующих характеристик среды вне гранул. Воз-
можен выход микроорганизмов из гранул в ходе работы. Ограничивает
этот метод и необходимость использования субстратов с низким моле-
кулярным весом. Часто рост клеток микроорганизмов и образование СО2

разрушает гели. '
Для осуществления включения в гели наиболее подходящими физико-

химическими свойствами обладают полиакриламидный гель [4, 20, 21],
полиуретан [3], коллаген [6], агар [7, 8], желатин [9, 10], целлюлоза
[22], альгинаты [12, 23] и каррагинан [13—15].

Особенностями полиакриламидного геля является трудность получе-
ния правильных сферических гранул, низкая активность полученных
препаратов, чаще всего из-за токсического воздействия на клетку компо-
нентов геля: акриламида, Ы,Ы'-метилен-быс-акриламида, K*SaOe. Но хо-
рошие механические свойства, возможность регулирования сетки геля,
•наряду с данными о размножении клеток в геле обусловили тот повы-
шенный интерес, который проявляют исследователи к его использованию
0,16,24—26]. ,

Преимущество агара состоит в быстром росте новых клеток в геле,
однако его недостатком является хрупкость. Прочность геля быстро сни-,
жается по мере роста клеток и образования GO2 [27].

Для альгината кальция проблема состоит в его нестабильности в при-
сутствии фосфатного буфера и некоторых катионов: Mg*+, K+ [28, 29].
Гель полностью разрушается в 0,1 М растворе К2НРО4/КН2РО4 за 15 мин
[29], фосфат же является одним из основных питательных веществ для
микробных клеток.
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До настоящего времени нет универсального носителя для иммобили-
зации клеток микроорганизмов, равно как и метода иммобилизации.
Однако анализ данных по иммобилизации в каррагинан показал перс-
пективность его практического использования, так японская исследова-
тельская лаборатория фирмы Танабэ Сейяко сообщила об успешном
включении > 5 0 микроорганизмов в этот гель. '

В настоящей работе предпринята попытка обобщить и систематизиро-
вать данные экспериментальных исследований, позволяющие обоновать.
целесообразность использования каррагинана в качестве матрицы для
иммобилизации, а также сведения об использовании иммобилизованных
в каррагинан микроорганизмов для получения органических веществ.

II. ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА КАРРАГИНАНА И ОСОБЕННОСТИ
ИММОБИЛИЗАЦИИ КЛЕТОК МИКРООРГАНИЗМОВ В КАРРАГИНАН

Каррагинаны —сульфатированные полисахариды, полученные из
красных водорослей Phodophyceae, Ginartinaceae [30].

Ежегодное производство каррагинанов не уступает производству
агара. Основной потребитель этих полисахаридов — пищевая промыш-
ленность, они используются как гелеобразователи при приготовлении
кондитерских изделий, молочных продуктов, теста и мясных консервов-
[17,30,31].

В отличие от агара, в составе каррагинанов находят кроме Л-галак-
тозы, 3,6-ангидро-а-Ь-галактозу и значительно большие (20—30%) ко-
личества сульфатных групп [32—34] (ММ 100000—800000). Предель-
ные структуры каррагинанов можно изобразить следующими формулами;
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Реальные полисахариды группы каррагинана могут быть весьма'
близкими к одной из изображенных на схеме формул, но гораздо чаще-
представляют собой молекулярные гибриды — комбинации двух и более'
предельных структур. Способностью образовывать гели обладают толь-
ко биополимеры, характеризующиеся предельными структурами «каппа»
и «йота». Причем их характерной способностью является образование-
термообратимых гелей в определенных условиях. Этим полисахариды*
группы каррагинана отличаются от нейтральных гелеобразующих поли-
сахаридов группы агарозы.

Согласно современным представлениям, при экстракции каррагинанов:
из водорослей их упорядоченная структура разрушается с образованием"
в водных растворах неупорядоченной конформации с последующим вос-
становлением ее при гелеобразовании и высушивании до твердого со-

5 1 !



стояния. При этом образуются межмолекулярные упакованные структу-
ры, близкие или идентичные таковым in vivo [35].

Конкретная природа упорядоченной структуры зависит от геометрии
ковалентных связей между каждым из остатков первичной структуры
[36]. Каррагинаны образованы 6-членными (пиранозными) циклами,
имеющими геометрию типа кресло [37], соединенными экваториальными
связями. Однако между углеводными циклами они не параллельны,
вследствие чего возникает «изгиб», и упорядоченная конформация в
этом случае спиральна [35]. Данные рентгенографии и термозависимос-
ти изменения оптического вращения подтверждают образование двойной
•спирали для х- и i-каррагинанов. Несмотря на существование гипотез,
пытающихся объяснить природу межмолекулярных взаимодействий,
вызывающих гелеобразование, в настоящее время этот вопрос не являет-
ся окончательно решенным. Исследования по выяснению причин повы-
шения прочности гелей каррагинанов показали необходимость оптималь-
дого соотношения протяженности и распределения вдоль цепи полимера
блоков регулярной структуры, способных к ассоциации, и участков с за-
маскированной регулярностью [38]. Индукторами гелеобразования яв-
ляются ионы металлов, для i-каррагинана — Са2 +, К+, Rb+, для х-карра-
гинана — К + (другие ионы проявляют более слабый эффект). Рентгенов-
ское исследование Са2 + соли i-каррагинана показало, что в этом случае
двойная спираль более растянута, чем в агарозе, вследствие этого не
имеет центральной полости, в которую могла бы внедриться связанная
вода. Фактором, стабилизирующим упорядоченную структуру является
водородная связь между 0(2) и 0(6) остатками D-галактозы различных
цепей. Поскольку здесь находятся единственные незамещенные гидрок-
сильные группы, двойная спираль i-каррагинана в отличие от х является
структурно полностью связанной водородными связями. Учитывая боль-
шое расстояние между цепями, маловероятно, чтобы ван-дер-ваальсовы
•силы играли важную роль в образовании спирали. Однако ионное взаи-
модействие несомненно важно, каждый ион Са 2 + связан с двумя суль-
фатными группами различных спиралей [39].

В х-каррагинане, у которого отсутствует втррая сульфатная группа,
аналогичная структура может образовываться при замещении Са 2 + одно-
валентными катионами. Прямое спектроскопическое доказательство
взаимодействия К + с сульфатными группами х-каррагинана получено при
ИК-спектроскопии растворов [35]. Если в жестких условиях образование
двойной спирали х- и i-каррагинанов возможно индуцировать ионами,
связывающимися неспецифически, то в норме необходимы катионы под-
ходящего размера. Причина такой катионной специфичности, очевидно,
обусловлена конформационными и конфигурационными особенностями
I- и х-каррагинанов, хотя и не объяснима полностью в настоящее время.

Полисахариды черноморской филлофоры также могут быть отнесены
к каррагинанам, так как их углеводный скелет образован остатками
только p-D-галактозы и 3,6-ангидро-а-£-галактозы, соединенных чере-
дующимися а(1)-»-(3) и р(1)-»-(4) связями между ними. Содержание
сульфатных групп в полисахаридах существенно колеблется в зависи-
мости от вида филлофоры (от 17,8 до 27,2%). Для полисахаридов раз-

личного вида филлофоры характерно также различное содержание
3,6-ангидро-а-/)-галактозы и расположение сульфатных групп вдоль уг-

леводного скелета [38, 40]. Каррагинаны различных видов филлофоры
обладают существенными отличиями в строении и в связи с этим отли-
чаются и по физико-химическим свойствам [41, 42].

Для иммобилизации клеток микроорганизмов применяются х- и
ч-каррагинаны, причем наиболее часто встречается х-каррагинан [13, 14,
17, 18]. В работах по иммобилизации клеток в СССР каррагинаны ис-
пользуются мало, а отечественные каррагинаны практически не исполь-
зуются [43—47]. Это непонятно, так как этот метод осуществляется в
мягких условиях, прост, технологичен. Иммобилизация, клеток в карраги-
нан состоит практически из 2-х этапов: приготовление суспензии клеток
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Таблица 1

Иммобилизация ферментов и клеток микроорганизмов в каррагинаны [48]

Ферменты и микроорганизмы

Аминоацилаза
Аспартаза
Фумараза
Е. coli (аспартаза)
В. ammoniagenes (фумараза)
5 . phaeochromogenes (глюкоизомераза)

Ферментативная

до иммобилиза-
ции

20
650
360

650006
9670е

7910

активность8

после иммоби-
лизации

10
300
260

30400
5800г

4280

Выход, %

50,0
46,2
61,5
46,8
60,0
54,1

" — фермент: мкмоль/ч/мг белка; микробные клетки: мкмоль/ч/г клеток;
в — после УЗ-обработки;
а — в присутствии экстракта желчи;
г — после обработки экстрактом желчи.

Таблица 2

Влияние условий гелеобразования х-каррагинана на прочность геля [48]

Условия гелеобразования

Охлаждение до 10° С
Обработка NH4C1
Обработка солями металлов: LiCl, NaCl;

КС1, RbCl, CsCl;
MgCl2, SrCl2, MnCla, FeCl2, ВаС1а

CoCl2, NiCl2> CuCl8, ZnCl2. Pb(CHsCOO)2

Обработка аминами:
метилендиамин, этилендиамин,
n-фенилендиамин, б-окси-£.-лизин, гидроксамат /.-лизина,

гидроксамат £-гистидина, 5-2-аминоэтил-/,-цистеин;
гексаметилендиамин, октаметилендиамин, 4-гуанидинобути-

ламин, гистидин, гидразид D, L-гистидина;
L-орнитин, L-лизин, гидроксамат /.-триптофана

Обработка органическими, смешивающимися с водой раствори-
телями: метанол, этанол, ацетон

Прочность геля

+
+++

++++
++
+++

++++
• ++

++
Примечание: прочность геля: (+) — нагрузка от 100 до 200 г/см1; (++) >- S
-WOO г/см», ( + + + + ) — 1000—1500 г/см«, (—) — гелеобразование отсутствует.

200—500 г/см», ( + + + ) -•
600-

в растворе каррагинана и гелеобразование. Если прочность геля недос*
таточна, то проводится еще упрочнение геля.

Следует отметить, что смешивание микробных клеток с раствором
каррагинана осуществляется при температуре 40° С, клетки различных
микроорганизмов стабильны в каррагинане при этой температуре; обра-
зующаяся смесь легко переходит в гель, гель не разрушается в ходе
ферментативной реакции, выдерживает колебания рН, размер пор дан-
ного геля достаточно мал, чтобы ферменты и клетки не покидали мат-
рицу геля, в то время как низкомолекулярные субстраты и продукты
легко проходят через него. По этому методу возможно иммобилизовать
как ферменты, так и целые клетки с высоким сохранением исходной ак-
тивности (40—60%) (табл. 1) [27, 48].

В работе [27J показана возможность иммобилизации в каррагинан
различных микроорганизмов: Achromobacter aquatilis, A. liquidum, As-
pergillus oryzae, A. niger, Bacillus megatherium, B. subtitis, B, succinium,
Brevibacterium ammoniagenes, B. flavum, Cory neb acterium glutamicum,
Erwinia herbicola, Escherichia coli, Gluconobacter melanogenus, Lactoba-
ciltus bulgaris, Micrococcus ureae, Penicillium vinaceum, Proteus vulga-
ris, Pseudomonas aeruginosa, P. dacunhae, P. putidum, Sarcina lutea,
Streptomyces griseus, S. phaeochoromogenes, Serratia marcescens.

Для получения более прочных гелей с включенными клетками
S. phaeochromogenes изучили влияние условий гелеобразования карра-
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гинана (табл. 2) и дополнительно влияние анионов солей калия: СО,2",
SO4

2-, S2O8

2-, Р О Л , Р2О,4-, A12(SO4)*2-, Fe(GN)»3-, СН,СОО~ и
~ООС—СОО~. Существенных различий в прочности гелей при использо-
вании различных анионов не получено, тогда как следует из данных
табл. 2; более прочные гели образуются при контакте с К О , RbCl, CsCU
гексаметилендиамином и октаметилендиамином, агматином, гистамином
и гидра^идом D.L-гистидина. К сожалению, эти данные не позволяют
понять причину такого упрочнения геля, равно как не отражают влияния
условий гелеобразования на сохранение исходной активности клеток
микроорганизмов. Одно несомненно, прочность каррагинанового геля
можно регулировать, что обнадежило исследователей в поисках более
технологического решения конкретных процессов с участием иммобили-
зованных в каррагинан клеток микроорганизмов.

Так, обработка упрочняющими реагентами: гексаметилендиамином и
глутаровым альдегидом позволила повысить операционную стабильность
(время полужизни) иммобилизованных в каррагинан клеток Е. colt
(аспартазная активность) с 50 сут для необработанных клеток до 686 сут
[48], в случае 5. phaeochromogen.es (глюкозоизомеразная активность) с
150 до 260 сут, а обработка желатиной и глутаровым альдегидом до
532 сут [49].,

Предложенная в работе [50] обработка х-каррагинана аминами так-
же привела к увеличению операционной стабильности иммобилизован-
ных клеток Brevibacterium flavutn без уменьшения исходной активности.

Интересные результаты получены при добавлении поликатиояных
полимеров: фумеразная активность иммобилизованных в te-харрагияан
В. flavum в присутствии 0,15% полиэтиленимина отличалась повышенной
стабильностью к изменениям внешних факторов я температуры 151].

Учитывая, что температура плавления гелей и-каррагинана с иммо-
билизованными клетками В. flavum при использовании полиэтилешшяна
на 20° С выше, чем без него, предполагается наличие взаимодействия
между к-каррагинаном, тголиэтиленимином и S. flavum. ' •

Увеличение пористости каррагинановой матрицы отмечено при вве-
дении в каррагинан трехзамещенного фосфата кальция [52], что улуч-
шает диффузию питательных веществ в гель и«г© механические свойства.

К положительным результатам приводит я обработка каррагннана
эпихлоргидрином и алкиленполиамидами при включении Aspergillus ni-
ger и Saccharomyces oerevisiae [53].

Следует отметить и новый метод упрочнения иммобилизованных в
каррагинан клеток микроорганизмов, заключающийся в обработке гелей
полиакриламидом, для чего проводят диффузию аКрйламида, N,N'MetH-
лен-быс-ариламида и р-диметиламинопропионитрила в гранулы карраги-
нана с последующим проведением полимеризации 154].

, Предложено также проводить и активационную обработку клеток
растворами NaCl перед включением в каррагинан [55].

Достоверных физико-химических доказательств, объясняющих ре-
зультаты по упрочнению каррагинановбго геля и повышению операцион-
ной стабильности иммобилизованных клеток химической модификацией
геля пока не получено и вследствие большого числа критериев, подле-
жащих учету, и непредсказуемости поведения конкретной ферментатив-
ной активности при иммобилизации в настоящее время трудно отдать
предпочтение какому-то виду упрочняющих отработок. Попытки при-
влечь для выбора условий иммобилизаций z-потенциал клеток также не
представляются убедительными [56]. Однако ясно, что матрица геля
каррагинана играет важную роль в стабилизации включенных клеток
микроорганизмов, тогда как каррагинан в растворенном состоянии не
обладает стабилизирующим эффектом 131].

Многочисленные исследования показали, что клетки могут расти в
каррагинановом геле с той же скоростью, что и свободные, а в ряде слу-
чаев лучше: в стационарной фазе роста число живых клеток дрожжей в
геле было в 10 раз больше по сравнению с нативными [57]. Подобные
результаты получены для S. carlsbergensis [58] и Е. coll [14]. Рост со-
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средотрчен в приповерхностном слое геля, вследствие этого диффузион?
ные эффекты незначительны, кислород и питательная среда хорошо по-
требляются, роста в центре гранул нет. -,

Так как одной из основных задач иммобилизации является получение
их максимально высокой концентрации в носителе, возможность роста
клеток в матрице каррагинана используют для их активации и накопле-
ния биомассы [59]. .

Результаты, достигнутые в области получения биокатализаторов на
основе микробных клеток, иммобилизованных в х-каррагинан, позволили
применить их для целого ряда процессов [13, 17, 48, 60—66].

III. ПРИМЕНЕНИЕ ИММОБИЛИЗОВАННЫХ В КАРРАГИНАН КЛЕТОК
МИКРООРГАНИЗМОВ ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ ОРГАНИЧЕСКИХ ВЕЩЕСТВ

Синтез L-аспарагиновой кислоты. В 1969 г. фирмой Танабэ Сейяко
(Япония) было осуществлено разделение рацематов./), L-аминокислот в
промышленных масштабах с использованием иммобилизованной амино-
ацилазы [67]. Это был первый случай использования иммобилизованных
ферментов. Затем предприняли попытку получения L-аспарагиновой кис-
лоты с применением иммобилизованной аспартазы [68], Однако низкая
производительность данного процесса привела к использованию клеток
Е. coll, включенных в полиакриламидный гель [21], что позволило полу-
чить чистую L-аспарагиновую кислоту с выходом 95%. Учитывая частич-
ную инактивацию аспартазной активности клеток, полиакриламидную
матрицу заменили х-каррагинанбм [21]. Для увеличения операционной
стабильности иммобилизованные клетки обрабатывали глутаровым аль-
дегидом и гексаметилендиамином. Если продуктивность иммобилизован-
ных клеток в полиакриламидный гель принять за 100%, то для включен-
ных в х-каррагинан она составила 1500, что позволило в 1978, г, начать
промышленное производство L-аспарагиновой кислоты. Интересно отме-
тить, что несмотря на то, что прочность японского х-каррагинаиа
650 г/сма, а отечественного — 170 г/сма, после 400 ч работы активность
иммобилизованных в х-каррагинан клеток составила 43 ммоль/г, а иммо-
билизованных в отечественный каррагинан — 54 ммоль/г [45].

Синтез L-аланина. Алании является ценной аминокислотой для нужд
медицины и пищевой промышленности. Для ее непрерывного производ-
ства использовали иммобилизованные в каррагинан клетки P. dacunhae,
обработанные глутаровым альдегидом [59, 63, 66] и инкубированные при
рН 4*75 и 30° С в течение 1 ч для подавления аланинрацемазной и про-
теоли?ическов активности. Период полуинактивации такого катализато-
ра повышался до 280 еут. -

Более эффективно получить L-аланин из фумарата аммония возмож-
но, используя в одном реакторе иммобилизованные в х-каррагинан клет-
ки Е. coll, обладающие аспартазной активностью, и клетки P. dacunhae с
L-аспартат-р-декарбоксилазной аетивностью |62, 64, 69].

Получение глутаминовой кислоты. Клетки Corynebacterlutn glutami-
cum ATCC 13058, иммобилизованные в к^каррагинан, в проточном фер-
ментере стабильно работали 30 сут с продуктивностью 1,08 г глутама-
та/л/ч [61].

Синтез L-аргинина. Реактор с иммобилизованными в х-каррагинан
клетками Ijieratla marcescens позволял получить 10 мг/мл L-аргинина при
рН 6,5 в течение длительного времени [70], причем при пропускании в
реактор чистого кислорода иммобилизированные клетки растут в 5 раз
интенсивнее, чем свободные.

Синтез L-триптофана. При иммобилизации клеток Е. coll, обладаю-
щих L-триптофансинтетазной активностью, в полиакриламидный, альги-
натный и каррагинановый гели большая активность (80% по сравнению
со свободными) наблюдалась для каррагинана [71].

Синтез L-тирозина. Сравнение иммобилизации клеток Cltrobacter fre-
undli с тирозин-фенол-лиазной активностью в гели желатины, агара,
a'rap-afapa и х-каррагинана свидетельствовало о большей эффективности
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к-каррагинана, для 2—4% гелей активность составляла 80% активности
свободных клеток [72, 73].

Синтез L-изолейцина. Для производства L-изолейцина из £>-треонина
использовалась система с иммобилизованными в каррагинан растущими
клетками Serratia marcescens Arl30-l. Реактор с иммобилизованными
клетками стабильно работал в течение 30 дней с производительностью
0,5 мг L-изолейцина/г геля/ч [14].

Синтез N-ацетил-Ь-метионина. Иммобилизованные в каррагинан,
сшитые глутаровым альдегидом и гексаметилендиамином, клетки Е. са-
rotovora катализировали стереоселективный гидролиз амида N-ацетил-
-D.L-метионина с образованием Ы-ацетил^-метионина с сохранением
61 % исходной активности, при этом оптическая чистота составляла
100% [74].

Синтез L-яблочной кислоты. Совершенствуя процесс получения ши-
роко используемой в фармацевтической промышленности L-яблочной
кислоты из фумаровой, клетки В. ammoniagenes и В. flavum иммобили-
зовали в каррагинан. v

нс-соон . f *C00H

| +н,о у неон
НООС—СН фумараза |

соон
Если продуктивность В. ammoniagenes иммобилизованных в полиакри-
ламидный гель принять за 100%, то для В. flavum, включенных в карра-
гинан, она составила 897% [48, 75—77]. В ряде работ [51, 78, 79] пока-
зано, что термо- и операционная стабильность клеток В. flavum резко'
возрастает при иммобилизации их в х-каррагинан в присутствии поли-
этиленимина и китайского галлотанина: в первом случае период полу-
инактивации биокатализатора увеличивался более чем в 2 раза [79], во
втором — в Зраза [78].

Производство антибиотиков. Клетки Penicillium chrysogenum, иммо-
билизованные в х-каррагинан, использовали для получения пенициллина
G [80], клетки Tolypocladium inflatum синтезируют циклоспорин А, об-
ладающий иммунодепрессантными свойствами и используемый' при
трансплантации органов [81], клетки Penicillium urticae применяли для
полунепрерывного и непрерывного производства антибиотиков патулина
из глюкозы [82—84], а клетки Xanthomonas citri, иммобилизованные в
и-каррагинан с обработкой гексаметилендиамином и глутаровым альде-
гидом— для синтеза цефалексина [85]. При получении пенициллина G
и циклоспорина Л установлено существование двух разделенных во вре-
мени фаз: роста клеток (при инкубации в питательной среде) и образо-
вание антибиотиков.

. Производство этанола. В связи с ростом цен на нефть в последнее
время повысился интерес к изучению спиртового брожения иммобилизо-
ванными в и-каррагинан дрожжами [86—89]. Детально исследовались
вопросы повышения количества клеток в геле, концентрации глюкозы и
стабилизации гранул геля с иммобилизованными клетками [57, 58, 90—
92]; Иммобилизованные в каррагинан клетки дрожжей растут лучше
свободных [93], продуктивность иммобилизованных растущих клеток
Saccharomyces carlsbergensis в 3 раза выше гомогенных клеток [58],
наблюдалось непрерывное образование этанола из патоки (свыше
110 мг/мл) на протяжении 6 мес. Упрочнение гранул геля при производ-
стве этанола проводилось полиакриламидом [54, 94], алкиленполиами-
дом [53], введением в каррагинан трехзамещенного фосфата кальция
[52], проводили введение ингибиторов метаболизма: динитрофенола,
азида и арсената [95], продолжаются работы по поиску более продук-
тивных микроорганизмов [8]. При сбраживании Сахаров иммобилизо-
ванными в каррагинан клетками Bacillus butacone получали раствор,
содержащий бутанол : ацетон : этанол ( 8 : 1 : 1 ) , перспективный для по-
лучения дизельного топлива [96].
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Получение Сахаров. Непрерывное получение D-фруктозы из £>-глю-
козы было осуществлено с использованием иммобилизованных в х-кар-
рагинан клеток Streptomyces phaeachromogenes [15]. Глюкозо-изомераз-
ная активность и стабильность иммобилизованных в каррагинан клеток
приближалась к таковой для клеток, иммобилизованных в полиакрила-
мидный гель, при этом время полужизни их в колоночном "реакторе со-
ставляло 289 дней [31].

Клетки Acetobacter suboxydans, иммобилизованные в х-каррагинано-
вый гель, продуцировали L-сорбозу в количестве 0,2 мг/мл геля/ч ста-
бильно в течение 15 дней [14].

Клетки Cluconobacter suboxydans с высокой алкогольдегидрогеназной
активностью иммобилизовали включением в х-каррагинановый гель и
применили для биотрансформации D-арабита в D-ксилулозу с выходом
80%, активация проводилась предварительным инкубированием в пита-
тельной среде, содержащей D-глюкозу [97]. ' •• ,

Получение уксусной кислоты. Клетки Acetobacter aceti, иммобилизо-
ванные в х-каррагинан, стабильно в течение длительного времени со ско-
'ростью 22,5 мг/мл геля/ч производили уксусную кислоту [98, 99]. Из-
вестно использование для этих же целей Clostridium thermoaceticum,
иммобилизованных в х-каррагинан [100].

Получение лимонной кислоты. Использовали клетки Aspergillus niger,
иммобилизованные в 2%-ный каррагинан в присутствии 1% NaCl и 1%
этилендиаминтетрауксусной кислоты, с последующим диспергированием
в минеральном масле при 40° С и обработкой полиэтиленимином либо
алкиленполиамидом. Выход лимонной кислоты составил 5,2-т-5,3 г/20 мл
реакционной среды в течение 31 сут [53, 101].

Получение стероидов и алкалоидов. Стероиды были одними из пер-
вых субстратов, которые трансформировали с помощью иммобилизован-
ных клеток [102]. Примеров использования каррагинана для иммобили-
зации микроорганизмов* Трансформирующих стероиды и алкалоиды, не-
млого [103, 104]: это включение клеток Arthrobacter globiformis, обла-
дающих З-кетостероид-А'-дегидрогеназной активностью, клеток Claviceps
purpurea, осуществляющих биосинтез фармацевтически важных алкалои-
дов: ксаноклавина, агроклавина, элимоклавина, эргометрина. Сопостав-
ление полученных результатов с данными по иммобилизации в полиакри-
ламидный гель и альгинат кальция позволили авторам сделать вывод о
их преимуществе перед каррагинаном при синтезе стероидов [1].

Синтез витамина BiZ. Сравнительное изучение синтеза витамина В12,
иммобилизованными в х-каррагинан, альгинат кальция, агар, уретановые
фотополимеры клетками Propionibacterium shermanii, P. freundenreichii
subsp. sherm,anii ATCC 13673, Propionibacterium sp. ar I AKU 1251, и
Ns AKU 1253, Propionibacterium sp. I AM 1714 свидетельствовало о пре-
имуществе клеток, иммобилизованных в уретановый фотополимер [1051.

Синтез ферментов. Преимущества производства ферментов с исполь-
зованием иммобилизованных клеток состоят в возможности поддержа-
ния высокой концентрации клеток и быстром их отделении. Однако ско-
рость диффузии питательных веществ в матрицу полимера» в особенности
кислорода в аэробных культурах, существенно ограничивает рост и ме-
таболическую активность клеток в геле. При включении клеток Bacillus
amyloliquefaciens в каррагинан дыхательная активность и скорость роста
подавлены до 1/2 и1/б, соответственно, однако, образование L-амилазы
было практически аналогичным свободными клетками [106].

Синтез диоксиацетона. Осуществлен синтез диоксиацетона, применяе-
мого в косметической и пищевой промышленности, из глицерина иммо-
билизованными в х-каррагинан клетками Gluconobacter melangenes
[107].

Синтез 2,3-бутандиола. Клетки Enterobacter aerogenes, иммобилизо-
ванные в х-каррагинан, в тчение 10 сут стабильно производили 2,3-бу-
тандиол. При активации, проводимой путем инкубирования в питатель-
ной среде, клетки вырастали в 200 раз [108].
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Восстановление нитросоединений. Нитроредуктазная активность кле-
ток £ , coli, иммобилизованных в филлофорин из черноморской филлофо-
ры широкочленистой формы и каррагинан из филлофоры шаровидной
формы, выше активности клеток, иммобилизованных в х-каррагинан.

При этом максимальное сохранение нитроредуктазной активности
наблюдается при массовом соотношении ,клетки : каррагинановый гель
1 :10. Изучение условий грануляции показало, что оптимальная грану-
ляция в толуоле при 0—4° С. Упрочнение гранул геля с иммобилизован-
ными клетками с большей нитроредуктазной активностью происходит в
растворах 0,3—0,4 М КС1. Изучение модификации полученных иммоби-
лизованных препаратов аминами (аммиак, гексаметилендиамин, гидра-
зингидрат, диэтил- и триэтиламин), глутаровым альдегидом, четыреххло-
ристым титаном показало, что нитроредуктазная активвость препаратов,
обработанных четыреххлористым титаном на уровне немодифицирован-
ных, а при обработке диэтил- и триэтиламином она повышается до 122 и
145% соответственно. С помощью полученных биокатализаторов прове-
дено восстановление нитрозамещенных бензо-2,1,3-тиадиазолов, 1,4-бенз-,
диазепин-2-онов, замещенных нитробензолов, с образованием соответст-
вующих аминов в колоночном режиме [109, ПО].

Синтез 3-оксипроизводных-1,2-дигидро-ЗН-1,4-бенздиазепин-2-онов.
В работе [111] показано, что при трансформации 1,2-дигидро-ЗН-1,4-
бенздиазепин-2-онов актиномицетами, иммобилизованными в карраги-
нан, с выходами 65%, по отношению к активности свободных клеток,
образуются оптически активные (+)3-оксипроизводные, обладающие
более выраженной активностью по антагонизму с корразолом и по потен-
цированию гексеналового сна по сравнению с рацематом.

О О

Реализация этого процесса позволит получить соответствующие 3-окси-
производные в одну стадию вместо шести, проводимых в химическом
способе синтеза.

Очистка сточных вод. Клетки Clostridium pasteurianum и Alcaligen.es
eutropis, катализирующие превращение НТ+Н а О=^Н 2 +НТО, иммобили-
зовали в альгинат кальция и х-каррагинан с целью удаления трития из
загрязненных радиоактивными примесями вод (например, из систем
охлаждения атомньц электростанций) [112]. По своей каталитической
активности 10 г иммобилизованных в каррагинан клеток эквивалентны
1 г платинового ,катализатора,\но в отличие от него дешевы, легко полу-
чаются в большом объеме, активны в жидкой фазе.

Кислотопонижение виноматериалов. Показано, что иммобилизован-
ные в каррагинан клетки Leuconoswc oenos проводят 100%-ную транс-
формацию L-яблочной кислоты в L-молочную при кислотопонижении
виноматериалов.

Таким образом, суммируя приведенные выше данные, можно сделать
вывод о перспективности использования иммобилизованных в карраги-
нан клеток микроорганизмов для получения органических соединений.

В заключение авторы выражают надежду, что этот обзор послужит
отправной точкой для дальнейшего изучения возможностей использова-
ния иммобилизованных клеток микроорганизмов в органическом синтезе,
что позволит создать новые биокатализаторы для практического исполь-
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зования. Особое внимание при этом должно быть уделено рассмотрению
каррагинана отечественного производства и его применимости для им-
мобилизации клеток. Очевидно, более детальное изучение иммобилиза-
ции и механизму гелеобразования позволит глубже понять природу меж-
молекулярных взаимодействий в полисахаридных комплексах, причины
ловыщенной стабильности иммобилизованных в каррагинане клеток мик-
роорганизмов, разработать более эффективные методы получения орга-
нических веществ для нужд промышленности, сельского хозяйства и ме-
дицины.
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