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Светлой памяти моих 
школьных учителей 
посвящаю

П р е д и с л о в и е

В 1985 г ., ч етвер ть  век а  назад , н а  б и о ф аках  госун и верси тетов 
н аш ей  с тр ан ы  п о я в и л ась  н о в ая  у ч е б н а я  ди сц и п л и н а  "В веден и е  в  б и о 
т е х н о л о ги ю ". З а  отн о си тел ьн о  н ебольш ой  ср о к  трад и ц и он н ая б и о 
тех н о л о ги я  п оп о л н и лась  ц ел ы м  р яд о м  нап рав лен и й , прак ти ч ески х  
д о сти ж ен и й , гр ан и ч ащ и х  с  ф ан тасти кой . П о лучи ли  ш и рокое  разв и ти е  
раб о ты  п о  со зд ан и ю  ген ети ч еск и  м о д и ф и ц и рован н ы х  р астен и й  (Г М - 
р а с т е ш ш ), р я д  и з  н и х  бы л  р азр еш ен  к  ко м м ер ч еско м у  и сп о л ьзо ва
нию . Б ы л о  кл о н и р о ван о  п ер в о е  д о м аш н ее  ж и в отн ое  -  о в ц а  Д олли , а 
за  н ей  ещ е  н еск о л ько  п р ед став и тел ей  др у ги х  ви дов  м лекопитаю щ их . 
Н ач ал ась  и  усп еш н о  зав ер ш и л ась  М еж д у н ар о д н ая  програм м а "Геном  
чел о в ека" . Б ы л  п р о ч т ен  ген о м  н еко то р ы х  р астен и й  и  ж ивотны х. У с 
п еш н о  в н едр и ли  м ето д  экстр ако р п о р ал ьн о го  оп лодотв орен и я (Э К О ), 
и с та л и  р еал ьн о стью  т а к  н азы в аем ы е суррогатн ы е м атери . В  спеш н ом  
п о р я дк е  вед у тся  р аб оты  н а  л ю д ях  со  ств о л о вы м и  клеткам и . С  по м о 
щ ью  Г М -р астен и й  п ол у ч ен ы  "съедобн ы е" вакцин ы . Н а  го су д ар ствен 
ны й у р о вен ь  вы ш ли  р аб о ты  п о  и сп о л ьзо ван и ю  д о сти ж ен и й  н ан отех 
н о л о ги и , в  ч астн о сти  н ан о б и о тех н о л о ги и , яв л яю щ ей ся , п о -сути , м о 
л ек у ля р н о й  ветвью  би он и ки , р о ж д ен и е  к оторой  бы ло оф и ц и альн о  за 
кр еп л ен о  п о л в ека  н азад  (19 6 0  г.). В н ед р ен и е  тех н и ч ески х  сред ств  н а 
но тех н о л о ги и  в су щ еств у ю щ и й  ар сен ал  м етод ов  ген ети ч еской  и  к л е 
то ч н о й  и н ж ен ер и и  в б у д у щ ем  по зво л и т тв о р и ть  н астоящ ие чудеса. 
Э то  св я зан о  с тем , ч то  ч ел о в ек  у сп еш н о  осваи вает  тех н ологи и  вм еш а
тел ьст в а  в  "святое  свя ты х" ж и в ого  -  м о л екуля рн ы й  уровен ь , п р ед 
став л яю щ и й  со б о й  ф у н д ам ен т и ер ар х и ч еско й  п и рам и д ы  у р овн ей  ор
ган и зм а . Д ан н о е  об сто ят ел ьство  н акл ады вает  вы со ку ю  о тв етств ен 
но сть  з а  п осл ед ств и я  вн едр ен и я  н о в и н о к  би отехн ологи и  в ж изнь.

О дн о  из сам ы х  д р ев н и х  э м п и ри чески х  дости ж ен и й  би о тех н о л о 
ги и  -  п о л у ч ен и е  п у тем  б р о ж ен и я  эти л о в о го  сп и рта , н есм о тр я  н а  о че
ви дн у ю  п о л езн о сть  е го  и сп о л ьзо ван и я  в  р яд е  областей  ж и зн и , со зд а
л о  д о  н асто я щ его  врем ен и  п р акти ч ески  н еразреш и м ую  п р об лем у  а л 
ко го л и зац и и  населен и я .



Е щ е бо л ее  серьезн о  стои т  воп рос  о п р и м ен ен и и  б и ологи ческого  
оруж ия , "боевы х" ви русов. У ж е сей час  д о сти ж ен и я  н ан о тех н о л о ги и  
вн едряю тся в во ен н о е  дел о  с целью  более  "эф ф екти вн ого" у н и ч то ж е
ния себе подобн ы х . Б ольш и е с п о р ы  в общ еств е  вы зы вает  воп рос  об  
опасн ости  для здо р о в ья  л ю дей  и сп о л ьзо ван и я  продуктов , п о л учен н ы х  
н а  осн ов е  ГМ -растен и й . П роб лем ы  есть , и  б у д у т  в озн и кать  новы е, не 
м ен ее  серьезн ы е. У сп ехи  в  об ласти  б и отехн ологи и  м огут  п р и в ести  к  
новой  "х и р о си м е”, если  п оп ад ут  в  р у к и  безответствен н ы х  поли ти ков . 
У чен ы й , д об и вш и й ся вы соки х  у сп ех о в  в  об ласти  техн ологи и , несет 
так у ю  ж е ответств ен н ость  з а  п ослед ств и я п ри м ен ен и я  свои х  д о сти 
ж ен и й , как  и тот , к то  б у д ет  р еальн о  п ри м ен ять  и х  в ж изни .

В  1985 году  при  о своен и и  к у р са  "В ведение в  би отехн ологи ю " 
б ольш ую  пом ощ ь о казал а  к н и га  "Би отехнология"  (отв . ред . А .А . Б аев, 
1984) и  вско р е  вы ш едш ая сер и я  и з  8 кн и г "Б и отехн ологи я" (1987). 
Б и отехн ологи я -  наука  м ногоп лан ов ая, п оэтом у  н азван н ы е к н и ги , как  
и  больш и н ство  ны н е  вы ш едш и х  у ч еб н ы х  п особи й , я в л яю т ся  плодам и  
тв орчеств а  авторски х  коллек ти вов . Ч т о б ы  у сп ев ать  за  дости ж ен и ям и  
биотехн ологи и , у чеб н ы е п о со б и я д олж н ы  п о сто я н н о  обновляться . 
С реди  таки х  пособи й  след ует  отм ети ть  как  н аи б олее  п о л н у ю , к  том у  
ж е сн аб ж ен н ую  л аб ораторн ы м  пр акти ку м о м , кн и гу  ко л л екти ва  авт о 
р о в  п о д  р ед акц и ей  Н .В . З агоски н ой  и Л .В , Н азарен ко  "Б и о тех н о л о 
гия: тео р и я  и п рактика" (М .: О ник с , 2009), а  такж е кн и гу  "Б и отехн о
л о ги я ” (под  ред . Е .С . В о рон и н а, С П б .: Г И О Р Д , 2008). О д н ако  тираж  
эти х  кн и г недостаточ ен , чтобы  обесп ечи ть  потребн ости  вузов , п о это 
м у  возн и кает н еобходи м ость  и зд ан и я п о сл ед н и м и  свои х  уч еб н ы х  по
соби й . Н астоя щ ая кни га  п ред н азн ачен а  для студен тов б и оф ака  гос- 
у н и в ер си тета  и п ред став ляет  собой  кратк и й  (сж аты й ) курс  б и отехн о
логии , д оп олн ен н ы й  разд елам и  по  б и ологи ческой  н ан отехн ологи и  и 
слабо  освещ аем ы м  в др у ги х  п особи ях  м атери алом  по п роц ессам  и 
апп аратам  б и отехн ологи ч ески х  прои зводств . О н а  р ассч и т ан а  н а  п р е 
подаван и е  д и сц и п ли н ы  "В веден и е  в  би отехн ологи ю " п о  м н о го у р о в
невой  систем е.

А вто р  вы раж ает  гл у б о ку ю  при зн ательн ость  и н ж ен ерам  каф ед ры  
би охи м и и  Е .А . Н ови ч к о во й  и  Е .Ю . А тлаш ов ой , о казав ш и м  п о м о щ ь  в 
техн и ческом  оф орм лен и и  книги.

С ам ар а , 2 0 1 0  г.



В в ед е н и е

З а д а ч и  б и о т е х н о л о г и и . Д о  с во его  вы д елен и я из ж и в отн ого  ц ар 
ств а  (о к о л о  3-5 м лн . л е т  н азад )  человек  б ы л  р яд о в ы м  п р едставителем  
ор ган и зм о в , н асел яю щ и х  н аш у  план ету , подчи н ялся зак он ам , общ им  
д л я  в с е х  ее о б и тателей , н ах о д и л ся  п о д  ж естки м  д авлен и ем  естеств ен 
но го  отбора .

Д а ж е  б еглого  взгл яд а  н а  образ  ж и зн и  со врем ен н ого  ч елов ека  
д о стато ч н о , ч т о бы  вы д ел и ть  ведущ и е д ви ж у щ и е  си лы , о п редели вш и е 
р азв и ти е  ч ел о в еч еств а  о т  со о б щ еств а  сво и х  при м и ти вн ы х  предков до 
ц и в и л и зац и и  вы со к о и н тел л ек ту ал ьн ы х  представ и телей  наш и х  дней. 
Т ак и м и  д ви ж у щ и м и  си л ам и  и  о д н оврем ен н о  свой ствам и , присущ и м и  
ч е л о в еку , б ы л и  тр у д  и  язы к  как  сред ство  об щ ен и я , которы е сп о со б ст
вовали  п ро гр есси в н о м у  р азв и ти ю  м ы сл и тел ьн ы х  способн остей . За
чат к и  тр у д о в о й  и ком м у н и к ати в н о й  д еятельн ости , а  т ак ж е  ц елесооб
разн о го  п ов еден и я и м ею т ся  и  в  м ире ж и в о тн ы х , есть  у  них и  э лем ен 
ты  п озн ават ель н о й  деятел ьн о ст и , б ез  к оторой  невозм ож н а адекватная 
реак ц и я  н а  и зм ен яю щ и еся  у сл о ви я  вн еш н ей  среды . О днако п ро гр ес 
си в н о е  р азв и ти е  эти  сво й ства  п ол у ч и ли  то л ько  у  ч еловека.

С тан о в л ен и е  ч ел о в ека  как  о соб ого  ви да, оп ределяю щ его  в  н а
сто я щ ее  в р ем я  су д ьб у  б и осф еры , пр о и сх о д и л о  в слож н ы х  услови ях 
дл и тел ь н о го  лед н и ко во го  п ер и о д а , см ен и в ш его  около  100 ты с . лет 
то м у  н азад  теп л ы й  су б тр о п и ч ески й  к лим ат. Б л агоп ри ятн ы е д оледн и 
ко вы е  у сл о ви я  сущ еств о ван и я  с оби ли ем  п и щ и  н е  способствовали  
р азв и ти ю  чел о в еч еско го  н ач ал а  наш и х д р евн и х  п редков. В  суровы й  
л ед н и к о в ы й  и  слож н ы й  п о слелед н и ковы й  п ер и о д ы  ак ти в н о сть  чел о 
век а  б ы л а  п олн остью  н ап р ав л ен а  н а  вы ж и ван и е , уд овлетв орен и е  л ю 
бы м и  п у тя м и  сво и х  б и о л о ги ч ески х  (ж и в отн ы х) потребностей . Здесь в 
п о лн ой  м ер е  р еал и зо вал и сь  п ри сущ и е челов еку  свой ства , которы е 
оп р ед ел и л и  дал ьн ей ш у ю  траек то р и ю  его  развити я.

В  о тн о ш ен и и  взаи м о д ей ств и я  ч ел о в ека  с  ж и в ой  пр и р о д о й  вы де
л я ю т  д в а  п ериода: со б и р ател ьств о  и  п ер ех о д  о т  н его  к  п рои звод я щ е
м у  х о зяй ств у . О б а  ви да  д еятел ьн о ст и  бази рую тся н а  исп ользован и и  
би о л о ги ч еск и х  р есу р со в , пер в о и сто ч н и ко м  которы х  яв л яю тся  расте 
ния. О д н ак о , если  соб и р ател ьств о , к оторое  в  о п ределен н ой  м ере с о 
хр ан и л о сь  д о  н асто я щ его  врем ен и , связан о  с п отреб лен и ем  п родуктов 
ди к о й  п ри роды , т о  п р о и зво д я щ ее  хозяй ств о , д авш ее  начало  совре
м ен н о м у  сел ьско м у  хо зяй ств у , к оторое  п одразделяется  н а  р астен и е
во д ст во  и  ж и в о тн о в о д ство  (вклю ч ает  т ак ж е  р ы бов одство , п ч ел о в о д 



ство  и ш елководств о ), стало  активно  изм ен ять  б и ологи ческую  п р и р о 
д у  свои х  объектов , создав ать  не в стречаю щ и еся в п р и р о д е  со р та  р а с 
тен и й  и  породы  ж ивотны х. С ам и  по  себе сел ьско х о зяй ствен н ы е р а с 
тен и я и ж и в отн ы е н е  яв ляю тся о б ъ ектам и  б и отехн ологи и , он и  п р ед 
став ляю т собой  л и ш ь орган и зм ы , которы е в  п ракти ч ески х  ц ел ях  п о д 
вергаю тся би отехн ологи ч ески м  воздей стви ям . Н е  яв л яется  объектом  
би отехн ологи и  и человек, здоров ьем  к о торого  зан и м ается  м едицина. 
О н  тож е п ред став ляет  собой  орган и зм , п рич ем  наи более  важ н ы й , н а  
которы й  направлены  м етоды  би отех н о л о ги и  и б и о л о ги ч еско й  н ан о 
т ех н ологи и  (Б И Т). В  н азванны х  случаях  су ть  би отехн ологи ч ески х  
оп ерац и й  заклю ч ается  в искусств ен н ом  возд ей ств и и  н а  н и ж н и е  у р о в
н и  орган и зац и и  (клеточн ы й , м олек улярн ы й ).

С лед ует  отм етить , что  б и отехн ологи я в  о п р ед ел ен н о й  м ер е  сп о 
собн а  р еш и ть  неп осредств ен н о  с уч асти ем  л и ш ь  свои х  об ъ екто в  ряд 
задач, которы е в ы п олн я ет  трад и ц и он н ое  хозяй ств о . В ч астн ости , 
культи ви рован и е  одн оклеточн ы х  ф отоси н тези рую щ и х  организм ов 
(н априм ер , хло р ел л ы ), д рож ж ей  н а  отходах  р астен и ев о д ств а  п о п о л 
н я ет  корм овую  базу  ж и в отн ы х , а вы ращ и в ан и е  д р о ж ж ей  н а  этаноле 
п о зво л я ет  п о лучать  б елковы й  п родукт пи щ евого  назначения .

Б л аго д ар я  р азум н ой  д еятельн ости  ч елов ек  со  врем ен и  о своб ож 
ден и я о т  ж есткого  д авл ен и я  естествен н ого  отб о р а  создал  себе  у сл о 
ви я д л я  отн о си тел ьн о  б езоп асн ой  ж изни . О н  со вер ш и л  м н ож ество  н а
учно-техн и чески х  р еволю ц и й , см ен яв ш и х ся сравн и тельн о  сп о ко й н ы 
ми пери одам и  вн едрен ия и х  р езу л ьтато в  в ж и зн ь  (что  по св о ей  сути 
н ап ом и н ает  карти н у  п ротекан и я б и ологи ческой  эволю ц и и ). Б л аго д а 
ря  этом у  человек  корен н ы м  об р азо м  изм енил  окр у ж аю щ у ю  среду, 
со зд ал  д л я  себя своеобразны й  "тсхн окок он ", вн утри  ко то р о го  п о сто 
ян но  ж и вет и  работает . У  него  п оя ви ли сь  сп ец и ф и чески е  п о тр еб н о 
сти , отсутствую щ и е у  ж ивотны х. Н екоторы е из них яв л яю тся  ж и з
н енно  н еобходи м ы м и , д руги е  о б л егч аю т ж и зн ь , удо вл етв о р яю т и н 
теллектуальн ы е потребн ости . Е сть  п отреб н ости , не п р и н о ся щ и е по л ь 
зы , п орою  вредны е д л я  здоровья. К ром е того , ф актич ески  лю бое  дос
ти ж ен и е , и сходно н ап рав лен н ое  на пользу  человека , н ах о д и т такж е 
губи тельн ое  для н его  п р и м енен ие. П ракти чески  во всех  н азван н ы х  
случаях  дости ж ен и я би отехн ологи и  и  нанотехн ологи и  н ах о д ят  п р я 
м ое  или  косвен н ое  и сп ользован и е, о  ч ем  п ой дет  реч ь  в  соо тв етст 
вую щ и х  разд ел ах  к ниги. В  целом  ж е м ож но  о тм ети ть , ч то  д о с ти ж е 
н ия б и отехн ологи и  ш и роко п ри м ен яю тся в  сельском  х о зяй ств е , м е 
ди ц и н е , очи стке  окруж аю щ ей  среды  от загрязн ен ий , биоэн ергети ке ,



б и о гео м етал л у р ги и , п и щ ево й , легко й  и  х и м и ч еской  п р о м ы ш лен н о
с ти , о св о ен и и  ко см и ч еско го  пр о стр ан ства , н аучн ы х исследован и ях , 
вб ен н о м  д е л е  и  т .д . Н ер ед ко  и сп о л ьзо ван и е  какого -ли б о  би о тех н о л о 
ги ч еск о го  м ето д а  п о зво л я ет  одн о вр ем ен н о  р еш и т ь  н есколько  зад ач  из 
ч и сл а  н азван н ы х . Т ак , б и о тех н о л о ги ч еская  ути ли зац и я д ревесн ы х  о т 
х о д о в  п о зво л я ет  п о л у ч и ть  этанол  и очи сти ть  от  них о к руж аю щ ую  
среду . У ти л и зац и я  н ав о за  в м етан тен ках  д ает  би огаз, ком пост, у л у ч 
ш ает  сан и тар н о е  со сто я н и е  н а  ж и в о тн о в о д ч ески х  ф ерм ах , п р ед о т
в р ащ ает  з а 1-рязнение окр у ж аю щ ей  среды .

В п еч ат л яю щ и е  п ер сп екти в ы  откры ваю тся п еред  челов ечеств ом  
н а  п у тя х  и сп о л ьзо ван и я  буд у щ и х  д о сти ж ен и й  н анотехнологии .

Т ак и м  обр азо м , в  п роц ессе  осво ен и я  ресу р со в  ж и в ой  и неж ивой  
п р и р о д ы  ч ел о в ек  п о сто я н н о  и сп ользовал  р азли чн ы е биотехн ологи и , 
п о зво л я ю щ и е  н аи б о л ее  п олн о  удо вл етв о р ять  его  потребн ости . Б олсс 
т о го , би о тех н о л о ги ч ески м  во зд ей ств и ям  ч елов ек  стал  п одвергать  и 
себ я  с ц елью  у л у ч ш ен и я  здоров ья, п о л учен и я потом ства , во сстан о в
л ен и я  у тр ач ен н ы х  органов . П ри  этом  гл у б и н а  биотехн ологи ч ески х  
во зд ей ств и й  на о р ган и зм ы  и важ н о сть  реш аем ы х  зад ач  непреры вно 
в о зр астаю т .

П р е д м е т  б и о т е х н о л о г и и . Т ер м и н  "биотехнология" вош ел в 
у п о тр еб л ен и е  с 70-х  го д о в  п р о ш лого  века  и в  свя зи  с п о стоянны м  
р асш и р ен и ем  к руга  задач , р еш аем ы х  это й  наукой , н е  им еет  о д н о
зн ач н о го  о п р ед елен и я. Т ер м и н  п о л у ч ен  п у тем  со четан и я грех гр еч е
с к и х  слов: b ios -  ж и зн ь; lechne  -  искусство , м астерств о , у м ен и е; logos  
-  сл о во , у ч ен и е. Т ех н о л о ги я , в  ш и роком  см ы сле  слова , -  н ау к а  о б  о п 
ти м ал ьн ы х  сп о со б ах  п ол у ч ен и я  п олезн ого  результата . Д о п о лн и тел ь 
ное сл о во , к о н кр ети зи р у ю щ ее тер м и н  "техн ологи я", м ож ет о б озн а
чать  м атер и ал , из ко то р о го  получаю т п р о д у кт (н ап ри м ер , техн ологи я 
н еф т и  и  га за ), п о л у ч аем ы й  п р о д у к т (н ап ри м ер , техн ологи я ла к о в  и  
кр а со к )  и , након ец , сам  п р о ц есс  п о л учен и я пр о д у кта  (н априм ер , тех 
н о л о ги я  элект росварки). П р и м ен и тел ьн о  к  би о т ехн ологии  п одходит 
трети й  вари ан т: b ios  о зн ач ает  ак ти в н о е  начало , осущ ествляю щ ее т е х 
нол о ги ч ески й  п р оц есс . Т ак и м  образом , д ословн о , би отехн ологи я — 
это  н ау к а  о б  и сп о л ьзо ван и и  человеком  б и ологи чески х  си стем  д л я  
р еш ен и я  п ракти ч ески х  задач . П о скольку  у чены е услови ли сь  н е  в к л ю 
ч ат ь  в э ту  н ауку  тр ад и ц и о н н о е  сельское  хозяй ств о , и м ею щ ее д ел о  со 
сл о ж н ы м и  о р ган и зм ам и , и естеств ен н ы е биоси стем ы , а такж е у ч и т ы 
вая  и ску сств ен н ы й  хар ак тер  б и о техн ологи ч ески х  проц ессов , м ож но 
со став и ть  п р ед став л ен и е  о  б и отехн ологи и  как  н ау к е  об  и сп ользова



нии  в  качестве акти в н ого  н ач ал а  п реи м ущ ествен н о  о д н о кл ето ч н ы е, 
с убклеточн ы е и  б и о м акром олекулярн ы е си стем ы  д л я  п ол у ч ен и я  в  и с
кусствен н о  с оздан н ы х  у слови ях  п о л езн о го  результата.

Т ерм и н  "биотехнология" часто  д л я  кратк о сти  и сп о л ьзу ется  и  
при  обозн ач ен и и  б и о техн ологи ч еского  процесса .

Б и отехн ологи я яв л яется  п р иклад н ой  наукой , н ап р ав л ен н о й  на 
п олучен и е  практи ч еского  результата . К р о м е  того , он а  отн о си тся  к 
ч и слу  и н ж ен ерн ы х  ди сц и п ли н , со четаю щ и х  би о л о ги ч ески е  зн ан и я с 
тех н и ч ески м и  (и н ж ен ер  -  сп ец и али ст  с вы сш и м  тех н и ч ески м  об р азо 
ван ием ). П о этой  п рич ине н а  б и о тех н о л о ги ч ески х  п рои зводств ах  р а 
б отаю т спец и али сты  с б и ологи чески м  и  тех н и ч ески м  о б разов ан и ем , а 
ч тобы  пон и м ать  д руг др у га , они  д о л ж н ы  бы ть зн аком ы  с основам и 
биотехнологии .

Р а з д е л ы  и  о б ъ е к т ы  б и о т е х н о л о ги и . С  у ч етом  о собенностей  
о б ъ екто в  б и отехн ологи и  и  связан н ого  с  ни м и  хар ак тер а  реш аем ы х 
зад ач  ее у сл о вн о  д е л я т  на сл ед у ю щ и е  р азделы :

1. П р ом ы ш лен н ая (техн и ческая) м и кроби ологи я. Е е  объектам и  
являю тся м ельчай ш и е орган и зм ы , как  п равило , разл и ч и м ы е  только  
п о д  м икроскоп ом . С р ед и  н и х  -  п р ед став и тел и  разн ы х  ц ар ств  ор ган и 
ч еск ого  м ира , отн осящ и еся к  п рокари отам  (б актери и , в клю ч ая ц иано
б актерии ; архебактери и ) и эу кар и о ты  (м и кроскоп и чески е  грибы , 
м и кроскоп и чески е  ф орм ы  в од орослей  и простей ш и е). С ю д а  ж е  отн о
сятся  и  вирусы .

2. К леточн ая (и ткан ев ая) ин ж ен ери я, объектам и  ко то р о й  явля
ю тся к летки  м ногоклеточн ы х  ор ган и зм о в  -  ж и в отн ы х  (вклю ч ая чел о 
века) и  р астений .

3. И н ж ен ерн ая эн зи м ологи я , ее о б ъ ектам и  яв л яю тся  ф ерм енты .
4. Г ен ети ческая  ин ж ен ери я. О б ъ ектам и  ген ети ч еской  ин ж ен ери и  

яв ляю тся м олекулы  Д Н К , п р ев ращ аем ы е с п о м о щ ью  сп ец и альн ы х  
техн ологи й  в р еком би н ан тн ы е ДН К .

В о  всех  н азваниях  этих  разд ел о в  б и ологи чески е  тер м и н ы  (м и к 
р о б и ологи я, клеточн ая , эн зи м ологи я , ген ети ч еская ) соч етаю тся  с т е х 
н ич еским и  (п ром ы ш лен н ая, техн и ческая , и н ж ен ери я, ин ж ен ерн ая), 
что  л и ш н и й  р аз  п од черки в ает  и н ж ен ерн о-би ологи ческ ую  н ап р ав л ен 
н ость  биотехнологии .

Т е о р е т и ч е с к а я  б аза  б и о т е х н о л о ги и . Б и отехн ологи я (в со вр е 
м ен н ом  п оним ан ии) по  сравн ен и ю  с класси ческ и м и  б и о логи чески м и  
наукам и , яв ляется  о чен ь  м олодой . Б урн ое  разв и ти е  и б ольш и е усп е
хи , д о сти гн у ты е би отехн ологи ей , о бъясн яю тся тем , ч т о  о н а  возникла



н а  сты ке  х о р о ш о  р азр аб о т ан н ы х  ран ее  наук . К  и х  чи слу, п реж де в с е 
го , отн осятся :

1. М и к р о б и о л о ги я  и  ви русологи я.
2 . Э н зи м ологи я .
3. Г ен ети ка .
4 . М о л ек у л яр н ая  б и ологи я.
5. Х и м и ч еск ая  т ехн ологи я .
С ы р ь е в а я  б а з а  б и о т е х н о л о г и и . Д л я  п о л у ч ен и я  продукц и и  на 

б и о тех н о л о ги ч ески х  п ред п р и я ти я х , к ак  и  н а  л ю б ом  п роизводстве, 
тр еб у ется  сы рье. С ы р ь ем  н азы в аю т и сходн ы й  м атериал , и сп ользуе
м ы й  в  п р о и зво д ств е  п р од укц и и . И сп ользуем ое  н а  б и ологических 
п р ед п р и я ти я х  с ы р ье  о тл и ч ается  бо л ьш и м  разн ообрази ем . В ы б о р  того  
или  и н о го  ви да  сы р ь я  в  зн ач и тел ьн о й  степ ен и  о п ред еляет  техн ологи ю  
п рои звод ств а , с еб есто и м о сть  и  качество  п о лучаем ого  п родукта. П ре
ж д е  ч ем  зап у сти ть  сы рье  в  б и о техн ологи ч ески й  проц есс , его  часто  
п о д вер гаю т  п р ед вар и тел ьн о й  о б раб отке  (изм ельчен и е , обогащ ение, 
ги д р о л и з, р а зд ел ен и е  н а  ф рак ц и и  и  т .д .) , качеств ен н ом у  и  коли чест
вен н о м у  анали зу . С ы р ь е, п р о ш ед ш ее  так у ю  обработку , назы вается 
тех н ологи ч ески м .

Н аи б о л ьш ее  к о л и ч еств о  сы р ья  п о тр еб л я ет  пром ы ш лен н ая м и к
р о б и о л о ги я . О н о  и д е т  н а  п ри го то вл ен и е  питательн ы х  сред  д л я  в ы р а 
щ и в ан и я  м и кр о о р ган и зм о в . О п ти м аль н ы й  состав среды  д л я  кон крет
но й  ф ер м ен т ац и и  устан ав л и вает ся  о п ы тн ы м  путем , н о  в се  среды  
д о л ж н ы  у д о в л етв о р ят ь  неко то р ы м  о бщ и м  требованиям .

В о -п ер в ы х , о н и  д о л ж н ы  п остав л ят ь  эн ерги ю , н еобходи м ую  для 
ж и зн ед еятельн ости  орган и зм ов. Д ля гетеротроф ов источ н и ком  эн ер 
ги и  яв л яю тся  о р ган и ч ески е  вещ ества , д л я  х ем оли тотроф ов -  сп о со б 
ны е к оки сл ен и ю  н еорган и ч еск и е  соеди н ен и я . И сточ н и ком  энергии  
д л я  ф о то тр о ф н ы х  о р ган и зм о в  сл у ж и т свет.

В о -вто р ы х , ср ед а  д о л ж н а бы ть  источ н и ком  углерода . Г етеро 
т р о ф н ы е  о р ган и зм ы  у д о вл етв о р яю т  п о тр еб н о сть  в  угл ер о д е  за  счет 
и сто ч н и к а  э н ер ги и , авто тр о ф н ы е о р ган и зм ы  (х ем оли тотроф ы  и ф ото- 
тр о ф ы ) и сп о л ьзу ю т д и о к си д  у глерода.

В -тр ет ьи х , п и т ател ьн ая  сред а  д о л ж н а  сод ерж ать  а зо т  в  ф орм е 
ам м и ак а , ам м он и й н ы х  с о л ей  и л и  о р ган и чески х  соеди н ен и й  (ам и н о
к и сл о ты , п ури н ы , п и ри м и ди н ы ).

В -четверты х , в  ср ед е  д олж н ы  п ри сутствов ать  в  достаточ н ом  ко 
л и ч ест ве  элем ен ты  м и н ер ал ьн о го  питан и я (ф осф ор , м агн и й , кальций , 
к алий , сера , натри й , м икроэлем енты : ж елезо , м едь , ц и н к  и др .).



С ы рье  д олж н о  у д овлетв орять  п отреб н ости  м и к р о о р ган и зм о в  и 
к леток  в  п л асти ч еско м  м атериале, идущ ем  н а  п о стр о ен и е  вн у тр и к л е 
точ н ы х  структур  и биоси н тез  х и м и ч еск и х  со ед и н ен и й  н а  эксп о р т , а 
такж е во м н оги х  случаях  и в  энергии.

В  качестве сы р ья  исп ользую тся п ри родн ы е м атери алы  и отход ы  
производства. С ы рье  п одразделяю т по  п р ои схож д ен и ю  н а  м и н ер ал ь 
ное, р асти тельн ое  и  ж ив отн ое , по  хи м и ч еско м у  со став у  -  н еор ган и ч е 
с к о е  и  орган и ческое , по агрегатн ом у  состо я н и ю  -  тв ерд ое , ж и д к о е  и 
газообразное.

М инеральное сы рье, в свою  очередь , д ел ят  н а  р у д н о е  (м етал л и 
ч еское), нерудное (н ем еталли ч еск ое) и гор ю ч ее  (орган и ческое). Р у д 
н о е  сы рье п редстав лен о  п реи м ущ ествен н о  окси д ам и  и  сульф и дам и  
м еталлов. Н ерудн ое  сы рье  разн о о бр азн о  но  со став у  и  прим ен яется  
ли б о  в  естеств ен н ом  состоя н и и  (п есок , гл и н а , слю да, асб ест  и др.), 
ли б о  п о сту п ает  н а  хи м и ч ескую  п ер ер аб о тку  (ф осф ори ты  -  С а(Р 0 4)2; 
ап ати ты  -  С а з (Р 0 4)2 +  C aF 2 и л и  СаС12; и  т .д .) . Д л я  б и отехн ологи и  м о
ж е т  п редстав лять  интерес  серовод ород , обр азу ю щ и й ся  в  глубинах  
Ч ерн ого  м оря п ри  разлож ен и и  о р ган и чески х  вещ еств в  усл о ви ях  н е
д остатка  ки слорода. Г орю ч и е  п ри родн ы е ископ аем ы е: торф , буры е и 
кам ен н ы е угли , слан ц ы , н еф ть , п ри родн ы й  газ  и сп о л ьзу ю т в  качестве 
и сто ч н и ка  с ы р ья  или  энергии.

В  качеств е  сы р ья  в  би отехн ологи и  и сп о л ьзу ю тся так ж е воздух 
(ки слород  - 2 1 % ,  а зо т  -  78% , у гл еки слы й  газ -  0 ,03%  и др .) и в о д а  (в 
частн ости , п р и  ф о тосинтезе).

Р асти тел ьн о е  и  ж и в отн ое  сы рье  п о  своем у  н азн ачен и ю  п од раз
дел яю т н а  пищ евое  (м асла , ж и ры , м олоко , о вощ и  и д р .) и  т ехн и ческое  
(древесина , х л оп ок , кож а, ш ерсть  и др.).

К ром е того , сы рье  п одразделяю т н а  в о зоб н ови м ое  (р асти тел ь 
ное, ж и в отн ое) и нев озобн ов и м ое  (м ин еральн ое).

О сн ов н ы м и  н ап рав лен и ям и  в  реш ен и и  сы р ьев о й  п р об лем ы  яв 
ляю тся: и сп ользован и е  более  деш ево го  сы рья ; п р и м ен ен и е  отходов 
как  втори чн ы х  м атери альн ы х  ресурсов; при м ен ен и е  ко н ц ен тр и р о 
ван ного  сы рья ; ком п лексн ое  и сп ользован и е  сы рья ; зам ен а  пи щ евого  
сы рья непищ евы м .

Э н е р ге т и ч е с к а я  о б е с п е ч е н н о с т ь . Б и отехн ологи ч ески е  п р о ц ес 
сы  п ротекаю т как  с вы делен и ем , та к  и  с поглощ ени ем  теп ла . В  п е р 
вом  случае  (э кзэргон и ческ и е  проц ессы ) необходим о  рац и о н ал ьн о  и с
пользовать  вы деляю щ ую ся энергию , во втором  - п рав и л ьн о  вы брать  
источ н и к  энергии  и  о рган и зовать  п од вод  теп л а  в зо н у  р еакции .



Р аздел  н ау ки , зан и м аю щ и й ся  и зу ч ен и ем  оп ти м альн ого  сочета
ни я  т е х н о л о ги и  и  ее  эн ер гети к и  н азы в аю т э н ерготехн ологи ей . В  н а 
с то я щ ее  вр ем я  б о л ьш о е  вн и м ан и е  у д ел яется  энергосберегаю щ и м  
т ех н о л о ги я м . П ок азател ем  эф ф ек ти в н о сти  и сп ользован и я эн ерги и  я в 
ляет ся  ее  р асх о д  н а  еди н и ц у  п олучаем ой  продукц и и  (квт-ч/кг, 
к Д ж /кг).

Ч аст ь  эн ерги и  м и к р о о р ган и зм ы  по л у ч аю т с п ищ ей , о ки сляя ко 
т о р у ю  в  аэр о бн ы х  и л и  ан аэр о бн ы х  у слови ях , он и  си н тези р у ю т м о л е
кулы  А Т Ф , р асх о д у ем ы е  н а  проц ессы  биоси н теза . Ф ототроф н ы е о р 
ган и зм ы  п о л у ч аю т б о л ьш у ю  часть  э н ер ги и  в  ф орм е света, естеств ен 
но го  или  и ск усств ен н ого . Д л я  п о л учен и я п ослед н его  расходуется  
электроэн ерги я . В од о р о д н ы е бактери и  и сп о л ьзу ю т эн ерги ю  оки сле
ния во д о р о д а , которы й  в  п р о м ы ш л ен н о сти  по л у ч аю т м етодом  ко н 
верси и , п о тр еб л я ю щ и м  теп л о , и л и  п у тем  электроли за  воды , св я зан 
ны м  с р асх о д о м  электроэнергии .

К р о м е  п о д в о д а  э н ер ги и , н еоб ход и м ой  д л я  осущ ествлен и я б и о 
хи м и ч ески х  р еак ц и й , су щ еств у ю т и  д р у ги е  статьи  ее  расхода. Ч тобы  
п р оц есс  ш ел  с в ы сок ой  ск оростью , к у л ьтуральн ую  среду  н еобходим о 
п о д о гр еват ь  д о  о п р ед ел ен н о й  тем п ер ату р ы  и поддерж и в ать  сс н а  
это м  ур о вн е . К р о м е  то го , эн ер ги я  расх о д у ется  н а  п ер ем еш ивание 
к у л ьту р ал ьн о й  среды , п ер екач и в ан и е  теп лон оси теля, раств оров  суб 
стр ата  и  продукта . О стры й  п ар  и сп ользуется  н а  стери ли зац и ю  о б ору
до ван и я  и сы рья . Э н ер ги я  тр еб у ется  и  для  так и х  техн ологи ч ески х  
п р о ц ессо в , н еп о ср ед ств ен н о  не связан н ы х  с би охи м и ч ески м и  р еак 
ц и ям и , к ак  уп ар и в ан и е , су ш к а , ф и льтрац и я, ректи ф и кац и я, ц ен три ф у
гиров ан и е , ваку у м и р о в ан и е , охл аж д ен и е , э л ектроф орез  и т.д.

И с т о р и я  б и о т е х н о л о г и и . И стори ю  р азв и ти я  би отехн ологи и  ус
ловн о  м ож н о  разд ел и т ь  н а  тр и , со кр ащ аю щ и х ся  по  п родолж и тельн о
сти , этапа. П ер вы й  этап  (п ред ы ст о р и я) д ли лся н есколько  ты сяч  лет, 
в торой  (п р о м ы ш л ен н ая  м и к роб и ологи я) -  более  сотн и  лет, третий  
(соб ствен н о  био тех н о л о ги я ) -  д есятки  лет . В п оследн и е  год ы  б о л ь 
ш ой  и н тер ес  п р и в л екает  к себ е  н ан отехн ологи я. О дин  и з  ее  разделов 
-  б и о л о ги ч еская  нан о тех н о л о ги я  (Б Н Т ), о д н оврем ен н о  яв ляется , по 
сути , и р азд ел о м  биотехн ологи и .

П ер вы й  этап  н ачался н есколько  ты сяч  лет н азад  с использован и я 
п р оц ессов , акти в н ы м  н ач ал о м  которы х  б ы ли  м и кроорган и зм ы  и  ф ер
м енты . Е щ е  д ревн и м  н арод ам  бы ли  известн ы  ви нодели е , п р и го то вл е
н ие уксу са , п и в о вар ен и е, в ы п еч ка  хл еб а  и з  кислого  теста. П ещ ерны й 
ч ел о в ек  о б н аруж и л , что  п ро л еж ав ш ее  н есколько  дн ей  м ясо  б ы ло  б о 



лее п ри ятн о  н а  вкус, чем  съеден н ое  сразу  п о сл е  охоты . О н  у м е л  так 
ж е  при готавли в ать  и з  ф руктов и  зерн а  оп ьян яю щ и е нап и тки . Д о зр е 
ван и е  м яса и изготовлен и е  алкогольн ы х  н ап и тков б ы л и  п ерв ы м и  ис
пользован н ы м и  ч елов еком  б и отехн ологи ч ески м и  п р о ц ессам и  (ф ер
м ентативны м  и  м икроби ологи ческ и м ). В  этот ран н и й  п ер и о д  лю ди 
рассм атри в али  брож ен и е  к ак  таи н ствен н ое  явление. Н о, даж е не зная 
о б  исти н н ы х  участн и ках  эти х  п роцессов , они  кваси ли  и  со ли ли  ово
щ и , силосовали  корм а, м ац ери ров али  лен  и коноплю , изготавливали  
сы р ы , разн ообразн ы е м олочн оки слы е п родукты , ал к огольн ы е напит
ки, с п о м ощ ью  ф екалий  сельскохозяй ствен н ы х  ж и вотн ы х  удаляли 
ш ерстн ы й  п о к р о в  со  ш кур  при изготовлен и и  ко ж ан ы х  и зд ели й  и  т.д.

В то р о й  этап  н ачался благо дар я  класси чески м  и сследованиям  Л. 
П астера , которы й  в 1857 г. устан ов и л , что  сп и ртовое  брож ен и е  осу
щ ест вл яет ся  ж и в ы м и  клеткам и  дрож ж ей . П о д  сущ ествую щ и е м икро
б и ологи чески е  прои зводства  б ы л а  п од вед ен а  теорети ческая база. 
Д р уги е  н аблю ден и я Л . П астер а  п р и в ел и  его  к  предполож ению  о воз
м ож н ости  л ечен и я и н ф екци онны х  болезн ей  ч елов ека  введением  в  ор 
ган и зм  м икробов, п од авля ю щ и х  ж и зн едеятельн ость  возбудителя за
болевания . В  н ачале X X  век а  н ем ецкие у чен ы е Э м м ери х  и  Л оу  выде
ли л и  и з  бакт ер и й  ан ти би о ти к  н и оц и ан азу , сп особн ы й  разруш ать не
которы е б о лезн етворн ы е м и кроорган и зм ы , и  усп еш н о  прим ени ли  его 
д л я  л ечен и я больны х . За  50  л е т  д о  н и х  русски е  врач и  А .Г . П олотеб- 
н ов и  В .А . М ан ассеи н  у стан ов и ли  леч еб н о е  дей стви е  п лесневого  гри
б а  (кож уры  ап ельси н ов ) в  отн ош ен и и  дерм атозов. В  1928 г. англий
ский  м и кроби олог А . Ф лем и н г получи л  э кстракт  и з  п лесени , которы й 
назвал  пениц и лли н ом . П оздн ее  бы ли  вы делен ы  д руги е  антибиотики: 
стреп том и ц и н , х л о рам ф ен и кол , тетрац и к ли н , эритром ици н , нистатин 
и др. В  н астоя щ ее  вр ем я  ан ти би оти к и  производятся  в  пром ы ш ленны х 
масш табах .

К  началу  X X  века  отн оси тся появлен и е  м етода  обработки  на 
иловы х п лощ адках  сточ н ы х  вод  с р азлож ен и ем  и х  о р ган и ческой  час
ти  м и кроорган и зм ам и  грунта. В последстви и  для б и ологи ческой  очи
стки  сточ ны х во д  стали  строи ть  более  эф ф ективно  д ей ств у ю щ и е со
оруж ен и я , а  сам  м етод  завоевал  всеобщ ее п р и зн ан и е  и  стал  основны м  
в пром ы ш лен н ости  служ бы  бы та , обеспечиваю щ ей  сан и тарн ое  благо 
состоян и е  населен н ы х  пунктов.

П ервая  полов и н а  X X  века  ознам ен овалась  разраб откой  м ногих  
пром ы ш лен н ы х  проц ессов ф ерм ентации: п рои звод ств о  разли чн ы х  
сп иртов, уксусной , м олочной , лим онной  и  глю кон овой  к и слот, ац ето 



н а , гли ц ери н а . Д л я  это го  п ер и о д а  характерн а  ори ен тац и я н а  п р ов еде
н и е  ан аэр о бн ы х  ф ер м ен тац и й  в  глуби н н ы х  ку л ьту р ах  (м и кр о о р га
н и зм ы  п р о и зво л ьн о  су сп ен зи р у ю тся  в  культуральной  сред е) и аэроб 
н ы х  ф ер м ен т ац и й  в  п ов ерхн остн ы х  ку л ьту р ах  (м икроорганизм ы  н а
хо д ят ся  в  к о н такте  с в озд ухом  н а  п о в ерхн ости  питательн ой  среды ). 
У сп ех и  в  по л у ч ен и и  больш и х  коли честв стери льн ого  в озд уха  эко н о 
м и ч н ы м  п у тем  п р и в ел и  к  п р еи м у щ ествен н о м у  пров еден и ю  аэробн ы х 
ф ер м ен т ац и й  глу б и н н ы м и  м етод ам и  в  ап п аратах  ем костн ого  типа. 
Т ак и е  п р о ц ессы  б ы ли  р еали зован ы , в частн ости , п ри  п роизводстве 
п екар ски х  др о ж ж ей , о р ган и чески х  к и слот, п ен иц иллина.

В  п ер в ы е  п о сл ево ен н ы е i -оды р азм ах  р аб о т  по  пром ы ш ленны м  
ф ер м ен тац и ям  су щ еств ен н о  сузи лся. Э то  о б уславли в алось  бурны м  
р о сто м  н еф техи м и ческой  п р о м ы ш л ен н о сти  и  п о я ви в ш ей ся  в  связи  с 
эти м  во зм о ж н о стью  п о лучать  м ноги е  соед и н ен и я  м етодам и  хи м и ч е
ского  си н теза . П о сл ед н и е  в  это т  п ери од  с экон ом и ческой  то ч ки  зр е 
н и я о к азал и сь  н аи б о л ее  п р и в л екател ьн ы м и  при  получен и и  разли чн ы х  
ор ган и ч ески х  к и сл о т и  раств ори телей . О д н ако  в  свя зи  с  р асш и рен и ем  
во зм о ж н о стей  п р о м ы ш л ен н о й  м и кроби ологи и  такое  полож ени е  ок а 
зал о с ь  вр ем ен н ы м . Х и м и ч еск ая  пром ы ш лен н ость , как  прави ло , р аб о 
та е т  н а  н ев озоб н ов и м ом  сы рье , н ередко  си льн о  за 1р я з н я ет  ок р у ж аю 
щ у ю  среду . Б и отехн ологи я , напроти в, чащ е всего  раб о тает  н а  во зо б 
н о в и м о м  сы рье , м о ж ет сам а  очи щ ать  ок руж аю щ ую  среду  о т  загряз
н ен и й , вы р аб аты в ать  э н ер ги ю , получать  слож н ы е вещ ества  и  р еш ать  
м н о го  т ак и х  задач , к о то р ы е  н е  п о д  си лу  хим ии.

Т р ети й  этап н ач ал ся  во  второй  п оловине X X  века, и характери 
зу ет ся  он  п оя влен и ем  п р и н ц и п и альн о  новы х нап рав лен и й  в  биологии , 
о б у сл о вл ен н ы х  усп ехам и  б и ологи чески х  наук , в  частн ости  м олеку
л я р н о й  биологии .

В н аш ей  стр ан е  м и кр о б и о л о ги ч еск ая  пром ы ш лен н ость  в 1966 г. 
б ы л а  вы д ел ен а  в  отд ел ьн у ю  о трасль , главн ы м  образом  в  связи  с со з 
да н и е м  кр у п н о го  п рои звод ств а  корм овы х  др о ж ж ей  н а  базе н- 
п ар аф и н о в  неф ти. Б ы л о  образов ан о  главн ое  уп рав лен и е  м икроби оло
ги ч еск о й  п р о м ы ш лен н ости  п р и  С овете  м и н и стров (С М ) С С С Р  -  
Г лавм и кр о б и о п р о м . Н а  п ред п ри я ти я х  Г лавм и кроби оп ром а бы ло со 
ср ед о то ч ен о  в се  м и к р о б и ологи ческ ое  прои зводство , за  и склю чени ем  
п р о и зво д ств а  ан ти би оти ков  и  некоторы х  специальны х м едицинских  
п реп аратов . С о  вт о р о й  п о л о в и н ы  70-х  год ов  в свя зи  с н арастаю щ им  
исч ер п ан и ем  н ев о зо б н о в и м ы х  п ри родн ы х  р есурсов, загрязн ен и ем  ок
руж аю щ ей  среды , р о сто м  народон аселен и я, с одн ой  стороны , и р ев о 



лю ц и он н ы м и  о ткры ти ям и  в биологии  -  с другой , все  б ольш ее  вн и м а
н и е  у чен ы х , х озяй ств ен н ы х  р у ко во д и тел ей  и  прави тельств п р и в л ека 
е т  биотехн ологи я , к о торая  потен ц и альн о  способн а  вн ести  крупны й 
вклад  в  реш ен и е  перечи слен н ы х  вы ш е глобальн ы х  п роб лем . В аж ны й 
вклад  в  стан ов лен и е  б и отехн ологи и  и  ее последую щ ее разв и ти е  в н а 
ш ей  стране  вн если  постан овлен и я Ц К  К П С С  и С М  С С С Р  "О м ерах  по 
ускорен и ю  р азв и ти я м олекулярн ой  ген ети ки  и  и сп ользован и ю  их 
д ости ж ен и й  в  н ародн ом  хозяй стве"  (19 7 4  г .) и  "О  д альн ей ш ем  р азв и 
ти и  ф изико-хи м и ческой  би ологи и  и  биотехнологии " (1981 г.). П озд
н ее  н а  сам ы х  вы соки х  уровн ях доп о л н и тел ьн о  р еш ал ся  р яд  орган и за
ци о н н ы х  воп росов, связан н ы х  с уско р ен и ем  раб от  в  об ласти  б и о тех 
нологии. В  частн ости , б ы ло  вв еден о  п р еп о д ав ан и е  в  ун и верси тетах  
у ч еб н ой  ди сц и п л и н ы  "В ведение в  биотехн ологи ю ". В  декаб ре  1985 г. 
вм есто  Г л авм и кроби оп ром а бы ло создано  М и н и стерств о  м и к роби о
логи ческой  и  м едицинской  пром ы ш лен н ости  С С С Р  во  главе  с В ал е 
рием  А лексеев и чем  Б ы ковы м  (в п р о ш л о м  в ы п ускн и к ом  и  п реп од ав а
телем  К уй бы ш евского  поли техн и ческого  и н ститута).

В  н астоя щ ее  вр ем я  во всем  м и р е  бо л ьш о е в н и м ан и е  уделяется 
разв и ти ю  нанотехн ологи й , н а  вы п олн ен и е  теорети ческ и х  и  экспери
м ен тальн ы х  и сследован и й  вы деляю тся б ольш и е средства , получены  
п ервы е р езультаты  о т  вн едрен ия в  п рактику  р яд а  нан отехн ологи че
с к и х  разработок . Т а  ч асть  н ан отехн ологи и , которая  свя зан а  с биоло
гическим и систем ам и , обы ч н о  н азы в ается  б и ологи ческой  нанотехно
ло ги ей  (иногда, н ан об и отсхн ологи сй ) и яв ляется  р азделом  биотехно
л о ги и  (подобно  м олекулярн ой  биологии , которую  часто  счи т аю т раз 
д ел о м  б иохим ии).



Г л а в а  1. И Н Ж Е Н Е Р Н А Я  Э Н З И М О Л О Г И Я

1.1. К р а т к и е  св ед ен и я  о  ф ер м ент ах
Ф ер м ен ты  (эн зи м ы ) п р ед став л яю т собой  м о л екуля рн ы е си сте

м ы , отн о ся щ и еся  к сам ом у  н и ж н ем у  у ровн ю  б и ологи ческой  о р ган и 
зац и и . Б и оло ги ч еск и м и  си стем ам и  он и  явл яю т ся  по  своем у  п р о и сх о 
ж д ен и ю , п р еи м у щ ествен н о  вн у тр и кл ето ч н о й  или  вн утри орган и зм ен - 
н о й  лок али зац и и  и вы п о л н я ем ы м  ф ун кц и ям . О н и  о б ладаю т вы сокой  
авто н о м н о стью  -  сп осо б н о стью  ф у н кц и он и ровать  за  пределам и  ор га 
низма. Н а  это м  сво й стве  о сн о в ан о  их при м ен ен и е  в биотехнологии  
(и н ж ен ерн ая эн зи м о л о ги я ). В се ф ерм ен ты  яв ляю тся б елковы м и м о 
л екулам и , и м ею щ и м и  б о л ьш у ю  м ассу  (о т  15 ты сяч  д о  н ескольки х 
м и л л и о н о в  дал ьто н ) и  сл о ж н о е  строен и е, вы раж аю щ ееся в наличи и 
н еск о л ьки х  и ерар х и ч еск и х  у р о вн ей  к он ф орм ац и и  (п ерви чн ая , в т о 
р и ч н ая , трет и ч н ая , ч ет вер ти ч н ая  структуры ).

М о л ек у л а  ф ер м ен т а  п р ед став л яет  со б о й  ки б ерн ети ческую  си с 
тем у , в ы х о д о м  ко то р о й  (уп р ав ля ем ы м  парам етром ) яв ляется  катали
ти ч еская  ак ти в н о сть . Н есм о тр я  н а  сво ю  отн оси тельн о  простую  орга
н и зац и ю  (п о  ср авн ен и ю  с  клеткой  и  м ногоклеточн ы м  организм ом ), 
м о л ек у ла  ф ер м ен т а  об л адает  о п ределен н ой  структурн ой  и  ф ун кц и о
н ал ьн о й  сп ец и али зац и ей . П реж д е  всего , он а  и м еет  область , в  которой 
п р о и сх о д и т  свя зы ван и е  и п р ев р ащ ен и е  субстрата. В свою  очередь, в  
это й  о б л асти , н азы в аем о й  ак ти в н ы м  ц ентром , вы деляю т к атали ти че
скую  з о н у  и  зо н у  свя зы ван и я. К атали ти ческ ую  зон у  о бразую т те 
гр у п п и р о в к и  акти в н ого  ц ентра, к оторы е контакти рую т с п од вергаю 
щ и м и ся п р ев р ащ ен и ю  ф р агм ен там и  м олекул  субстрата, т о  есть п р и 
н и м аю т н еп оср ед ств ен н о е  у ч асти е  в си н тезе  или  р асщ еп лен и и  связи  
субстрата . З о н у  свя зы ван и я об р азу ю т груп п и ров ки , кон тактирую щ ие 
с н еп р ев р ащ аем ы м и  ф р агм ен там и  су б стр ата  и укреп ляю щ и м и  его  в 
акти в н ом  ц ентре. О д н ако  и м еется  нем ало  ф ерм ен тов, к оторы е кром е 
акти в н о го  ц ен т р а  и м ею т аллостери чески й  центр , вы полняю щ ий 
ф у н кц и ю  уп р ав л яю щ ей  (регуляторн ой ) ч асти . Т ак ого  р о д а  ф ерм енты , 
н азы в аю тся  ал л о стер и ч ески м и ; они  обы ч н о  и м ею т четверти ч н ую  
стр у к ту р у  и  состоя т  из о п р ед ел ен н о го  ч и сл а  субъеди н и ц . А кти в н ы й  и 
алл о стер и ч еск и й  ц ен т р ы  в  п р ед ел ах  м ол ек у лы  ф ер м ен т а  п р остран ст
вен н о  р азд ел ен ы . М о л ек у л а  вещ ества , оказы ваю щ его  управляю щ ее 
во зд ей ств и е  (эф ф екто р ), со ед и н яет ся  с аллостери чески м  ц ен тром , в 
р езу л ьт ате  чего  п р о и сх о д и т  и зм ен ен и е  состоя н и я акти в н ого  центра,



которое, в  сво ю  очередь, вы зы вает повы ш ен ие и л и  п о н и ж ен и е  ск оро
сти  ф ерм ен тати в н ой  реакции.

Ф ерм енты  чрезвы чай н о  чув ств и тельн ы  к вн еш ним  воздействи
ям . Н а их ак ти в н ость  вли яю т и нгибиторы , акти в аторы , п о р о ю  вы со
кие концен трац и и  су б стр ата  (субстратн ое  торм ож ен и е), продукта 
(ретрои н ги би рован и с), кон ц ен трац и я и о н о в  водорода (pH  среды), 
тем пература.

Первичная структура ф ерм ента детерм инирована н а  молекуле 
Д Н К. Совокупность ферм ентов (совместно со структурой клетки) опре
деляю т направление м етаболизм а в биосистемах. Биохимические реак
ц ии  леж ат в основе всех процессов ж изнедеятельности организмов, 
им ею т свою  специф ику и  классиф ицирую тся в  соответствии со своей 
системой, которая распространяется и на ферменты . С огласно класси
ф икации, разработанной М еж дународной ком иссией  п о  ферментам и 
принятой в 1961 г., все ф ерменты  разделяю т н аш ест ь  классов:

1. О к си д оредуктазы  (катал и зи р у ю т оки сли тельн о  восстанови
тел ьн ы е  р еакции).

2. Т ран сф еразы  (катали зи рую т реакц и и  п ереноса группировок  с 
о дн ого  соеди н ен и я на другое).

3. Г и д р о л азы  (катали зи рую т р асщ еп лен и е  вн утрим олекулярны х 
связей  орган и чески х  вещ еств при  участи и  м олекул  воды ).

4. Л и азы  (катали зи рую т реакц и и  негидролити ческого  расщ епле
н ия с о б разов ан и ем  дво й н ы х  связей  или  реакц и и  присоедине
н ия по  д во й н ы м  связям ).

5. И зом еразы  (к атали зи рую т реакц и и  и зом еризаци и  молекул).
6 . Л и газы  (катали зи рую т реакц и и  си н теза  с использованием  

эн ерги и  м акроэргич еских  соединений).
П риведен ная харак тери сти ка  к лассов св и детельствует  о том , что 

в р еакц и и  с м олекулой  ф ерм ента  м огут  п рини м ать  участи е  одна, две 
и  даж е тр и  м олекулы  субстратов . В  связи  с этим  таки е  реакц и и  назы 
ваю т соответствен н о  одно-, д вух - и трехсубстратн ы м и . К ром е того, в 
зав и си м ости  о т  м ехан и зм а связы вани я м олек ул  суб стратов  с ф ерм ен
то м , д вух- и  трехсубстратн ы е реакц и и  п одразделяю т н а  несколько 
тип ов. Так , д л я  д вухсубстратн ы х  реакц и й  и звестн ы  неупорядоч енны й 
м ехан и зм  (вари анты : незави си м ое  и взаи м озави си м ое  присоединени е 
м олекул  субстратов), уп орядоч ен н ы й  м еханизм  свя зы ван и я субстра
то в  и  так  назы ваем ы й  м ехан и зм  "п и н г-п о н га" .

Ф ерм енты , подобно  катализаторам  н ебиологической  природы , 
у ско р яю т в  р авн ой  степ ен и  как п рям ую , так  и  обратн ую  р еакц и и , то



е с ть  о б л ад аю т  о б р ати м о сть ю  д ей ств и я. О д н ако  в б о л ьш и н стве  с л у ч а 
е в  у сл о в и я  п р о тек ан и я  р еак ц и й  об есп ечи в аю т п од авля ю щ ее п р ео б л а
д ан и е  о д н о й  и з  н их . Т ак и е  р еак и и и  н азы в аю тся  одн осторон н и м и . В 
неко то р ы х  сл у ч аях  ско р о сти  п рям ой  и  о б ратн ой  р еакц и й  и м ею т со 
и зм ер и м ы е зн ачен и я . Т аки е  р еа к ц и и  назы в аю т двухсторон н и м и .

1.2. О сн о в н ы е  за к о н о м ер н о сти  ф ер м ен т а ти в н о й  к и н ети ки
Д ля протекания лю бой  реакц и и  необходим о, чтобы  реагирую щ ие 

молекулы  приш ли  в  контакт д руг с другом . О днако не каж дое столкно
вение м олекул  сопровож дается их  взаимодействием . Реакция протекает 
только  в том  случае, если м олекулы  обладаю т достаточны м  запасом  ки
нетической энергии. Н аим еньш ее значение ее назы вается энергией акти
вации. С овокупн ость м олекул  л ю бого  вещ ества представляет собой ста
тистический  набор корпускул  с разли чной  энергией. В се молекулы  этой 
совокупности, обладаю щ ие энергией, равной и  превы ш аю щ ей энергию 
активации, и м ею т потен циальную  возмож ность вступить в химическую  
реакцию . С  увели чением  тем пературы  доля таких молекул растет, а  с 
ней  п о вы ш ается и скорость реакции. О днако больш инство биологиче
ских м акром олекул  при увели чении тем пературы  сверх определенного 
предела п одвергаю тся тепловой  денатурации .

К р о м е  п о в ы ш ен и я  тем п ер ату р ы  сущ еств ует  второй  путь у ск о 
р ен и я  хи м и ч еск о й  р еакц и и  -  п о н и ж ен и е  эн ерги и  активации . П ри м е
н и тел ьн о  к би о л о ги ч еск и м  катал и зато р ам  (ф ерм ентам ) э то  д о сти гает
ся  в б о л ьш о й  м ер с  за  сч ет  м н о го стад и й н о е™  реакц и и . В  к атали ти че
ск о м  д ей ств и и  ф ер м ен т о в  м ож н о  вы дели ть , как  м ин и м ум , три  стадии:
1) п ри со ед и н ен и е  м ол ек у лы  су б стр ата  S к  м о лек уле  ф ерм ента  Е  с о б 
р азо в ан и ем  ф ер м ен т-су бстр атн о го  ко м п л екса  (Ф С К ) E S ; 2) п рев ра
щ ени е суб страта ; 3) отд ел ен и е  ко н еч н о го  п род укта  (и ли  п родуктов) 
р еакц и и  Р  о т  ф ерм ента . К аж д о й  из эти х  стади й  соотв етств ует  свое 
зн ачен и е  э н ер ги и  акти в ац и и , зн ач и тел ьн о  м ен ьш ее  той  эн ерги и  ак ти 
вац ии , к о то р ая  тр еб у ется  в сл у ч ае  п р о текан и я  реак ц и и  н еф ерм ен та
ти в н ы м  п у тем . Б л аго д ар я  р азд ел ен и ю  одн ого  б о льш ого  э н ергети че
ского  п о рога  н а  п ути  к  о б разов ан и ю  пр о д у кта  н а  н есколько  м алы х 
п орогов , д о л я  акти в н ы х  м о лекул  (п р и  столкн ов ен и и  им ею щ и х  э н ер 
гию , р ав н у ю  и ли  бо л ьш у ю  эн ерги и  ак тавац и и  отдельны х  стадий  р е 
акц и и ) су щ еств ен н о  возрастает , а  с н ей  м н огократн о  увели чи вается  
с к о р о сть  п р ев р ащ ен и я  су б стр ата  в  продукт.

П о м и м о  в ли ян и я н а  скорость  ф ерм ен тати в н ой  р еакц и и  ф акто
р о в , вл и яю щ и х  н еп осред ств ен н о  н а  м ол ек у лу  ф ерм ен та  (ин тен си вн ое



воздействие), ес зн ачен и е  м ож но увел и ч и ть  с п о м ощ ью  экстен си вн ы х  
факторов -  повы ш ен ия кон ц ен трац и и  ф ерм ен та  и субстрата . Д л я  п ро
стей ш ей  одн осторон н ей  односубстратной  реакц и и  вида

E + S<j3^ ES- M- * E + P
зави си м ость  скорости  р еак ц и и  v+2 о т  кон ц ен трац и и  ф ерм ента  и суб
страта  вы раж ается  уравн ен и ем  М и хаэли са-М ен тен

а л )
А '„ + И ’

гд е  [E q]  -  и сход н ая ко нцентрац ия ф ерм ен та ; [S]  ~  концентрац ия суб
страта; К т -  ко н станта М и хаэли са , равн ая вы раж ению  (к_,+ к +2)/к +1.

Если в  этом уравнении кинетики простейш ей ферментативной ре
акции концентрацию  субстрата принять постоянной, то легко установить, 
что скорость реакции линейно зависит от  концентрации фермента. Если 
ж е принять постоянное значение [Eo]=[E]+[ES] (где [Е] -  концентрация не 
связанны х с субстратом, свободны х молекул фермента), то окажется, что 
скорость реакции с увеличением  концентрации субстрата растет по кри
волинейному закону (параболическая зависимость), достигая максималь
ного значения У =к-2[Ео] при концентрации [S]»K„, (рис. 1.1).

0  И
Р и с. 1.1. Зависим ост ь скорост и  од носубст рат чой  од ноапоронней  

р е а к ц и и  о ц  от  кон цент рации  [SJ  ([Е 0]  -  const)
Н етрудно показать , что  ко н станта М и хаэли са  численн о равна 

концен трац и и  субстрата , при  которой  ск орость р еакц и и  равн а поло
ви не м акси м альн ой  (o t2=0,5V).

Е сли  уравн ен и е  М и х аэлиса-М ентен  
Ffsl

(L2)
зап и сать  в  обратном  виде

1 _К,„ 1 1

У 'Щ +У' ^  ^



т о  п о л у ч ен н о е  у р авн ен и е  Л ай н у и в ер а-Б ер ка  (1 .3 ) граф и ч ески  будет  
вы р аж ен о  в  в и д е  прям ой  ли н и и , отраж аю щ ей  зав и си м ость  I /  о+-> о т  
1/[SJ.

Н а это м  граф и к е  (рис. 1.2) о б ратн ы е зн ач ен и я  м аксим альной  
ско р о сти  р еак ц и и  и к о н стан ты  М и хаэли са  (1 /V  и 1 /К ш) нах о д ятся  в 
то ч ках  п ер есеч ен и я  п рям ой  с  о сям и  коорд и н ат  ( l /u - i  и  1/[S]).

В се  остал ьн ы е  ф ер м ен тати в н ы е р еакц и и  в коорди н атах  Л ай н у и 
вера -Б ер к а  вы р аж аю т ся  в  ви де  п р я м ы х  л и н и й , кром е случая су б 
с тратн ого  торм ож ен и я.

1h)+l
У

1/V

^ 1
у '

-1 /К »  0 1/IS]

Р и с . 1.2 . З а ви си м о ст ь  1 / о+гот 1 /[S ]  д ля  од ност орон ней  
о д н о суб ст р а т н о й  р е а к ц и и  

С к о р о сть  ф ерм ен т ати в н о й  р еакц и и  м о ж ет бы ть сниж ен а или  
п о л н о стью  о стан о в л ен а  п ри  д ей ств и и  и н ги би торов -  вещ еств, спец и 
ф и ч ески  (и зби р ател ьн о ) д ей ств у ю щ и х  н а  м олекулы  ф ерм ентов. И н 
ги б и р о в ан и е  б ы в ает  н ео б р ати м ы м  и о брати м ы м , п р и  котором  од н о
в р ем ен н о  с о б разов ан и ем  ф ер м ен т-и н ги б и торн ого  к о м п лекса  и дет  его 
д и ссо ц и ац и я . К р о м е  того , и н ги б и р о в ан и е  б ы в ает  ко нкурентны м , 
см еш ан н ы м  и б ескон курен тн ы м , а  по  си ле  воздей стви я -  с полны м  
или  ч асти ч н ы м  эф ф ек то м  торм ож ен и я.

Н ео б р ати м о е  и н ги б и р о в ан и е  (с полны м  или  ч асти чны м  эф ф ек 
том  т о р м о ж ен и я) им еет м есто , когда и нгибитор п рочн о  связы вается  с 
а кти в н ы м  ц ен тром  ф ерм ента.

К о н ку р ен тн о е  и н ги б и р о в ан и е  пр о я вл яется  н а  стади и  образов а
н ия Ф С К , к о гда  субстрат  и  и н ги б и то р  ко н ку р и р у ю т за  возм ож ность 
п ри со ед и н ен и я  к  зон е  свя зы ван и я акти в н о го  ц ентра. Н екон курен тн ое  
и н ги б и р о в ан и е  п р оявляется  н а  стадии  превращ ения субстрата  в п ро
дук т , п р и  это м  и н ги б и тор  п о д авл я ет  ак ти в н о сть  катали ти ческой  зон ы  
акти в н о го  ц ентра. П ри  см еш ан н ом  торм ож ен и и  и н ги б и то р  од н о вр е 
м ен н о  зам ед л яет  ско р о сть  об разов ан и я Ф С К  и каталити ческого  п р е 
в р ащ ен и я  субстрата. И н ги б и т о р  м ож ет п ри соеди н яться  н еп осредст



вен но к  Ф С К , вы зы вая остан ов ку  р еак ц и и  или  ее  зам едлен и е  (б ескон 
курен тн ое  и нгибирование).

К он курен тн ое  и н ги б и ров ан и е  позволяет дости чь  м аксим ального  
зн ач ен и я  скорости  реакц и и  V  п у тем  увел и ч ен и я  кон ц ен трац и и  суб
стр ата  (рис. 1.3).

Р и с . 1.3. В ли я н и е  р а зли ч н ы х  кон цент раций  конкурент ного  ингибит о
р а  I  н а  ско р о ст ь  односубст рат н ой  одност оронней  ф ер
м ен т а т и вн о й  р еа кц и и  ([IJ>[Ii]> Б И  -  без ингибит ора ; 
Км'Каж. 2 ~  "каж ущ ееся " зн ачение  К т при  [ l] ~ [ h ] )  

Н еко н ку р ен тн о е  и н ги б и ров ан и е  н е  п озволяет  дости чь  макси
м ал ьн о й  скорости  р еакц и и  V  п у тем  повы ш ен ия концентрации суб
стр ата  (рис. 1.4).

т о р а  I  н а  скорост ь односубст рат ной! од ност орон ней  ф ер
м ен т а т и вн о й  р еа к ц и и  д ля  случая  п о лн ого  т орм ож ения  
([ l;]> [h]; Б И -  б ез ингибит ора)

С ниж ать скорость  ф ерм ентативной  реакц и и  м огут  и  сам и  м о л е
кулы  субстрата, вы ступ ая в  ро л и  и нгибиторов, о брати м о  образую щ их



к о м п л екс  E S 2. И н ги б и ров ан и е  п р оявляется  н а  стад и и  об разования 
Ф С К . С х ем ати ч н о  м ех ан и зм  су б стратн ого  то рм ож ен и я представлен  
н а  ри с . 1.5, а  зав и си м о сть  ско р о сти  р еакц и и  о т  кон ц ен трац и и  суб 
стр ата  -  н а  р ис. 1.6.

Р
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Р и с . 1.5. К он ц еп т уа л ьн а я  м о д ель  субст рат н ого  т орм ож ения  
ф ер м ен т а т и вн о й  акт и вн о ст и

Р и с . 1.6. З ави си м о ст ь  ско р о ст и  о д н ост орон ней  р еа к ц и и  от  кон цен 
т р а ц и и  суб ст р а т а  в  случа е  субст рат н ого  т о р м ож ен ия  (2) 
и  п р и  его  от сут ст ви и  (1); V=k+2[E,-J 

И н ги б и р о в ан и е  п род уктом  р еак ц и и  (ретрои н ги би рован и е) о су 
щ ест вл яет ся  по  м ех ан и зм у  о три ц ательн ой  о б ратн ой  связи , при  к о то 
р о м  о д и н  и з  конечны х  п род ук тов  м етаболи ческой  ц еп оч ки  свя зы ва
етс я  с ал л о стер и ч ески м  ц ен тром  ф ерм ента , стоящ и м  в ее н ачале (та-



кое вли ян и е , нап ри м ер , ок азы вает ф осф оен олп и руват  -  п р о д у к т од
н о й  и з  зав ер ш аю щ и х  р еакц и й  гли коли за , н а  ф ерм ен т подготови тель
ной  стади и  этого  п роц есса  -  ф осф оф руктокиназу ).

Т ем п ер ату р а  у вели чи вает  скорость  как  п рям ой , так  и обратной 
реакц и и , однако  это  у вели чен и е  н е  беспредельн о , так  как  одновре
м ен н о  п о в ы ш ается  и скорость  денатурац и и  м олекул  фермента. По
этом у  каж ды й  ф ер м ен т им еет  тем п ературн ы й  опти м ум  (topt), когда 
ск орость  р еакц и и  м акси м альн а  (рис. 1.7а). Т о  ж е  м ож но  сказать и  о 
кислотн ости  (pH ) среды , к о торая вли яет н а  конф орм ацию  фермента. 
Д л я  него  то ж е и м еется  оп ти м альн ое  значение  р Н ор1, при котором  ско
ро сть  р еакц и и  м акси м ал ьн а  (рис. 1.76).

Р и с . 1.7. В ли я н и е  т ем перат уры  и  p H  среды  на  скорост ь  
ф ерм ен т ат ивн ой  р еа кц и и

Н а скорость  ф ерм ентативной  реакц и и  вли яю т магнитные и 
электри чески е  поля, электром агн итное излучение.

1.3. И с т о ч н и к и  ф е р м е н т о в
В зави си м ости  о т  области  прим ен ен и я ферм ентов к  ним предъ

яв ляю тся р азли чн ы е требования по степени  чистоты , составу, источ
н и ку  п олучени я. Н ап ри м ер , д л я  м ед ицинских  целей, как  правило, 
пригодны  л и ш ь  и н ди в и дуальн ы е ф ерм енты  вы сокой  степени чисто
ты , в  то врем я к ак  д л я  сельскохозяй ствен ного  производства доста
то ч н о  и м еть  м ногоком п он ен тн ы е ком плексн ы е ф ерм ентны е препара
ты , п ри ч ем  низкоочш ц ен н ы е более  эф ф ективны .

И сточ н и кам и  ф ерм ентов м о гу т  бы ть ткан и  разли чны х  живот
ны х, р астен и я и  м и кроорганизм ы .

Ф ерм ентам и богаты  подж елудочная ж елеза и  слизистая оболочка 
ж елудка, поэтом у вы годно использовать эти  отходы  м ясной промыш
ленности для вы деления ф ерментов. И з водного экстракта поджелудоч
ной  железы, в частности, получаю т ком плексны й ф ерм ентны й препарат, 
содерж ащ ий многие гидролитические ферменты (амилазу, липазу, про-
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теин азу , ри б онуклеазу  и  др.). Разработаны  м етоды  получени я этих ф ер
м ен тов в  вы сокоочищ енн ом  кристаллическом  виде.

П р еп ар аты  неко то р ы х  ги д роли ти ч ески х  ф ерм ентов п о л у ч аю т из 
вы сш и х  р астен и й : п ап аи н  -  из м л еч н о го  сока д ы н н ого  д ер ева  папайи ; 
бр о м ел и н  -  и з  стеблей  ан ан аса ; ф иц ин  -  из сока  д ер евьев  или  листьев 
р о д а  ф и кус  (чащ е и з  л и стьев  и н ж и р н о го  д ерева).

Н аиболее доступны м  и почти неограниченны м  источником  п олу
чени я ферм ентов в  пром ы ш ленном  масш табе являю тся м икроорганиз
мы , и з  которы х м ож но  вы делить практически лю бы е и з  известны х ф ер
м ентов. Н екоторы е ф ерм ентны е препараты , например, целлю лозолити- 
ческис ф ерм енты  (иеллю лазы , гем ииеллю лазы ), глю козоизомеразы  и  др. 
м огут б ы ть п олучены  только  с  пом ощ ью  м икроорганизмов.

В  н асто я щ ее  вр ем я  о п и сан о  б о л сс  2000 р еакц и й  р азли чн ого  т и 
па, осу щ еств л яем ы х  м и кроорган и зм ам и  (окисление, восстановлени е, 
м ети л и р о в ан и е , ац ети ли р о ван и с  и  д р .) , которы е и м ею т разн ую  л о к а 
л и зац и ю . Ф ер м ен ты , си н тези руем ы е м икроорганизм ам и , м огут  бы ть 
вн у тр и кл ето ч н ы м и  (эн д оф ерм ен ты ) и  вн еклеточн ы м и  (экзоф ерм ен 
ты ). В н ек л ето ч н ы е  ф ерм ен ты  об есп ечи в аю т клетку  п итательны м и 
вещ ествам и , расщ еп л я я  в ы со к ом олекулярн ы е субстраты  в окр у ж аю 
щ ей  ее среде . К  вн екл ето ч н ы м  ф ерм ен там  о тн ося тся  в осн о в н о м  гид- 
ролазы . Ф у н кц и о н ал ьн ая  о со б ен н о сть  эти х  ф ерм ентов обусловливает 
вы со ку ю  п ро д у к ти в н о сть  и х  биоси н теза , у стой ч и вость  к  хим ич еским  
и  ф и зи ч ески м  ф акторам  среды . П у тем  м утагенеза, селекц ии , г ен ети 
ческой  инж ен ери и , п од б ора  о п ти м аль н ы х  у слови й  культивировани я, 
и сп о л ьзо ван и я  и н д у к то р о в  у д ается  м н огократн о  повы сить  п родук 
ти в н о сть  исх о д н ы х  ш там м ов .

Ф ер м ен ты  м и кр о о р ган и зм о в  разд ел я ю т н а  кон сти тути вн ы е (п о 
стоя н н о  си н тези рую тся н езави си м о  о т  у слови й  сущ ествован ия или  
н али чи я суб стратов ) и и н д у ц и р у ем ы е (адап ти в н ы е), ск орость  си н теза 
ко то р ы х  и зм ен яется  в  зав и си м ости  от  у слови й  сущ ествован и я. К  их 
чи слу  о тн о си тся  б о льш и н ство  ги д роли ти ч ески х  ф ерм ен тов  (э к зо ф ер 
м ен ты ). С п ек тр  адап ти в н ы х  ф ерм ен тов зав и си т  о т  хим и ч еской  п р и 
род ы  субстрата , н а  и зм ен ен и е  которого  н ап рав лен а  их  активность. 
М ехан и зм  этой  зав и си м о сти  об ъ я сн яется  тео р и ей  и ндуцированного  
си н т еза  ф ерм ен тов. П ри  к у л ьти в и рован и и  п р о д у ц ен то в  таких ф ер
м ентов , в  о со б ен н о сти  н а  си н тети ч ески х  средах  в  глуби н н ы х  у сл о ви 
ях , п р и м ен я ю т сп ец и ф и ч ески е  и н дукторы .

П о  о тн о ш ен и ю  к  т ем п ер ат у р е  м и кроорган и зм ы  п одразделяю т на 
тр и  гр у п п ы : п си х р о ф и л ы  (оп ти м у м  в и н тервале 0 -15°), м езоф и лы  (25-



37°) и  терм оф и лы  (55-75°). Б ольш инство  и сп ользуем ы х  в  б и отехн о
л о ги и  м икроорганизм ов отн оси тся  к  м езоф илам .

М и к робн ы е ф ерм енты  перед  ф ерм ен тн ы м и  п р еп аратам и  р асти 
тел ьн о го  и  ж и в отн ого  прои схож ден и я им ею т следую щ и е преи м ущ е
ства:

1) ш и роки й  спектр  образуем ы х  ф ерм ентов, которы й  п о зво л я ет  и с
п ользовать  одни  и  те ж е м икроорганизм ы  д л я  п о л учен и я не
скольки х  ф ерм ентов;

2 ) доступ н ость  сред , вклю ч аю щ их  о тход ы  разл и ч н ы х  производств, 
используем ы х  для вы ращ и ван и я м и кроорганизм ов;

3 ) вы сокая скорость вы работки  экзоф ерм ен тов и н акопления био
м ассы , содерж ащ ей  эндоф ерм енты ;

4 ) возм ож н ость  сущ еств ен н о  интенси ф и ц и ровать  образование ряда 
ф ерм ентов п у тем  подбора питательн ой  среды  и  получен и я вы 
сокоп родукти вн ы х  ш там мов;

5) н ако п л ен и е  б ольш и н ства  ф ерм ентов в  культуральной  среде, что 
значи тельн о  у п рощ ает  их  вы деление.

1.4. Ф ер м ен т н ы е п р еп ар аты
О теч ествен н ая  п ром ы ш ленность  о свои ла  вы п уск  больш ого ас

со р ти м ен та  техн и чески х  ф ерм ен тн ы х  п репаратов , которы е кром е ос
н ов н ого  ф ерм ен та  содерж и т ком плекс други х  ф ерм ентов и различны е 
б алластны е прим еси . В пром ы ш ленны х  п репаратах , как правило, тре
б уем ы й  п р еп ар ат  с о став л яет  1-5 %  о т  о бщ его  белка.

О сн ов н ой  объем  пром ы ш ленного  производства микробны х 
ф ерм ен тов со став л яю т вн еклеточн ы е белки , п рич ем  наи более  значи
т ельн ую  д олю  состав ляю т б актериальны е протеазы . В нутриклеточ
н ы е ф ерм енты  п редставляю тся наи более  персп екти в н ы м и  д л я  реш е
н и я  м ногих проблем . О д н ако  возн и каю т слож ности  с их  вы делением , 
п оэтом у  их  прои зводство  ограничен о. Т о л ько  глю ко зо и зо м ер аза  со
став ляет  и склю чени е из-за  б ольш ого объем а прои зводи м ого  глю козо- 
ф рук тозн ого  сиропа.

П репараты  ф ерм ентов п о лучаю т с пом ощ ью  гл у б и н н ого  и л и  п о 
верхн остн ого  культивировани я м икроорганизм ов. В н азван и и  преп а
р ата  это  отраж ен о  со ответственно  буквам и  «Г х»  и «П х», а  степень 
о ч и стки  -  числом , наприм ер: Г 10х, П 20х. Н иж е представлен  список 
основны х отеч ественн ы х  ф ерм ентны х п репаратов , освоен ны х  п р о и з
водством .



А м и л о л и т и ч еск н е  п реп араты :
А м и л о р и зи н  П х , П 20х , Г 1 0 х  
А м и л о су б ти л и н  Г Зх , Г 1 5 х  
А м и лом езен тери п  Г 5х , Г 15х 
Г л ю кавам о р и н  П х 
Гл ю ко эн до м и ко п си н  Г Зх  
П ек тол и т и ч еск и е ф ер м ен т н ы е преп араты :
П ск тавам о р и н  П х, Г Зх , Г Ю х, Г20х  
П ектоф оети ди н  ГЗх
Ц ел л ю л ол и ти ч еск и е ф ер м ен т н ы е препараты :
Д ел л о в и р и д н н  П х, П Ю х 
П р о тео л н ти ч еск и е ф ер м ен т н ы е  препараты :
П ро то р и зи н  П 20х  
П р о то т ер р и зи н  П Ю х, ГЮ х 
П р о то су б ти ли н  Г Зх, ГЮ х, Г 20х 
П ро то м езен тер и н  ГЮ х 
С м е ш а н н ы е  ф е р м е н т н ы е  п р е п а р а т ы :
А м и л о р и зи н  П Ю х -  а м и л аза  +  н ротеаза
П ек тавам о р и н  П Ю х; и ектоф оети д и н  П Ю х, Г Ю х -  пек толи ти че
с к и е  ф ерм ен ты  +  нротеаза
Р ен н и н о м езен тер и н  Г Ю х, Г 2 0 х  -  м олокосверты ваю щ и й  ф ер
м ен т  +  протеаза
Э то т  сп и сок  ф ер м ен тн ы х  преп аратов пром ы ш лен н ого  назн аче

н и я  м о ж ет  б ы ть  продолж ен .
К р о м е  п ер ечи слен н ы х  ф ерм ен тн ы х  преп аратов освоен о  п роиз

во д ст во  ф ер м ен то в  д л я  п р о в еден и я м ед и ц и н ски х  анали зов и научн ы х  
и сследован и й . Н есм отря н а  то , что  валов ой  объем  прои зводства  этих  
ф ерм ен тов  о тн оси тельн о  нев ели к , и х  вы п уском  зан и м ается  б ольш ое 
кол и ч еств о  ф арм ац ев ти ч ески х  и биохи м и ч ески х  фирм , а сам и  ф ер
м ен ты  об ы ч н о  вы со к о о ч и щ сн н ы е и  и м ею т больш ую  стоим ость.

1.5. В ы д ел ен и е и о ч и стк а  ф ер м ентов
В ы д ел ен и е  и о ч и стка  ф ерм ен тов  обы ч н о  п редставляет собой  

сл о ж н ы й  м н огостад и й н ы й  п р оц есс , ход  которого  оп ределяется  ф и зи 
ко -хи м и ч еск и м и  свой ствам и  ф ерм ен та  и свой ствам и  его  источника. 
В се  п роц ед уры  д олж н ы  п ров оди ться  таки м  образом , чтобы  в  м и н и 
м альн ой  степ ен и  и н акти в и р о в ать  ф ерм ент. С  этой  целью  во м ногих 
с л у ч аях  в ы д елен и е  ф ерм ен тов проводят при пон и ж ен н ы х  тем перату -



p ax  в п ри сутстви и  разли чн ы х  стаби ли зи рую щ и х  аген тов  (субстратов , 
коф акторов , ком п лексообразователей , восстан авли в аю щ и х  вещ еств). 
Н еобходи м о  предвари тельн о  и сследовать  зав и си м ость  акти в н ости  и 
стаби льн ости  ф ерм ен та  о т  pH  среды , ион н ой  си лы  и  п р и р о д ы  буф ера, 
т ем п ературы , сп особа  д ези н теграц и и , п ри сутстви я растворителей. 
Ф ерм ен ты , к оторы е инакти в и рую тся кислородом , след ует  вы делять в 
б ески слород н ы х  усл о ви ях  (в срсдс азота).

П ри  вы делен и и  э кзоф ерм ен тов  исп ользуется  культуральн ая сре
д а , ко то р у ю  п отом  отд ел яю т о т  клеток . Затем  и з  н ее и звлекаю т нуж 
н ы е ф ерм енты .

П ри вы д ел ен и и  вн утри клеточн ы х  и  клеточносвязанны х ф ермен
т о в  н еобходи м о  предвари тельн о  разруш и ть  клеточны е оболочки. 
П р о ц ед у р а  их р азруш ен и я для клеток  ж ивотны х и  растен и й  более 
щ адящ ая, а для  м и кроорган и зм ов -  более  грубая, сп особн ая привести 
к су щ еств ен н о м у  сни ж ен и ю  акти вн ости  ф ерм ентов.

Д ези н тегр а ц и я  к л е т о к .  М етоды  д езин теграции  условн о под
р азд ел я ю тся  н а  м ехан и чески е , ф и зические, х и м ич еские, энзиматиче
с ки е  и б и ологические.

М ехан и ч еск ая  д ези н теграц и я осущ ествляется  с пом ощ ью  гомо
ген и зато р о в , а  т ак ж е  с использован и ем  б аллистического  (разруш ение 
о бо л о ч ки  аб р ази в н о й  по в ер х н о стью  буси н ок  при  встряхивании), де
ком п ресси он н ого  (взвесь  к леток  п од вергается  насы щ ению  инертным 
газо м  при  в ы соком  д авлен и и  и  последую щ ем у  резком у  сниж ен ию  его 
д о  атм осф ерн ого ) и экструзи он н ого  (продавливание  клеток  через ма
л ы е  отв ерсти я ) методов.

Ф изи чески е  м етоды  вкл ю ч аю т п роц ед уры  замораж ивание- 
о ттаи ван и е  (п ов реж ден и е  оболочки  кр исталликам и  льда), осмотиче
ское  р азруш ен и е  (разры в об олочки  при  пом ещ ен и и  клеток  в  гипото
н и ч еский  раствор), у льтразвуков ую  д ези н теграц и ю  (облучение сус
п ензии  м и кроорган и зм ов у льтразвуком ), повреж ден и е  клеточной 
оболочк и  с  п о м ощ ью  иони зи рую щ ей  ради ац и и  и  др.

Х и м и ч ески е  м етоды  осущ еств ляю тся п утем  д ей ств и я н а  клеточ
н ую  о б олочку  раств оров  к и слот, щ елочей , солей , орган и ческ и х  рас
твори телей , пов ерхн остн о-акти в н ы х  вещ еств (П А В ).

Э н зи м ати чески е  м етоды  осн ов ан ы  на д ействии  ли ти ч ески х  фер
м ен тов (лизоцим , сок  ви ноградн ой  ули тки , д р о ж ж сли ти чески е  фер
м ен ты ) н а  оболочку  клетки.

Биологические  м етоды  осн ов ан ы  н а  инги би рован и и  биосинтеза 
клеточн ой  об олочки , д ей ств и и  ф агов, анти би отиков.



К л етк и  расти т ел ьн ы х  и  ж и в о тн ы х  тк аней  обы ч н о  разруш аю тся 
м ехан и ч еск и м и  м етод ам и  с п ом ощ ью  гом оген и заторов . П ри  вы д ел е 
н и и  э н д о ф ер м ен то в  м и кр о о р ган и зм о в  п р и м ен я ю тся  ф и зи чески е  и  м е 
хан и ч еск и е  (б ал л и сти ч ески й , ул ьтр азву к о в о й ) м етод ы  дези н теграц и и , 
при  к о то р ы х  клетки  п од вер гаю т ся  сильн ы м  и св ерхси льн ы м  воздей 
ствиям . Э то  о б у словлен о  чр езвы ч ай н о  вы сокой  п р очн остью  кл ето ч 
ной  оболочки .

Д л я  кр у п н о м асш т аб н о й  дези н тегр ац и и  м и к р оорган и зм ов  н аи б о 
лее  п ерсп ек ти в н о  и сп ользован и е  и м м об и ли зован н ы х  ли ти чески х  
ф ер м ен то в , а такж е п о л у ч ен и е  м утан тн ы х  ш там м ов  с легко  р азр у 
ш аю щ и м и ся  к лето ч н ы м и  об олочкам и .

Раздел ен и е  ф ерм ен тов, со д ер ж ащ и х ся  в п о л учен н ы х  после д е 
зи н тегр ац и и  к л ето к  см есях  вещ еств , п ри м ен я ю т м етоды , основанны е 
н а  р азл и ч и я х  в  и х  р аств ори м ости , хром атограф и ю , гел ьф и л ы р ац и ю , 
ц ен тр и ф у ги р о в ан и е , электроф орез.

Ф рак ц и о н и р о в ан и е  п осл ед о ват ел ьн ы м  осаж ден и ем  ш и роко 
п р и м ен я ется  п р и  р азд ел ен и и  белков . О н о  н аи б о л ее  эф ф екти в н о  при 
зн ачен и и  p H  р аств о р а , равн о м  и зоэлектри ч сской  то ч ке  вы деляем ого  
б елка. Д ей ст в и е  о сад и тел ей , в  п ер в у ю  очередь , основано  н а  ги д р ата 
ц и и  (разр у ш ен и и  ги д р атн о й  об о л о ч ки ) белков ой  м олекулы . Д ля этой 
ц ел и  и сп о л ьзу ю т в ы со ки е  кон ц ен трац и и  нейтральны х  солей  (сульфат- 
ам м он и я) и л и  орган и ч еск и е  раств о р и тел и  (этанол , ацетон  и  д р .). В ы 
сокой  и зб и р ател ьн о стью  о б л адает  об р ати м о е  биосп ец и ф и ческое  о са 
ж д ен и е , а  т ак ж е  р азд ел ен и е  б ел ко в ы х  м акром олекул  п у тем  р асп р ед е 
л ен и я  их  м еж д у  д ву м я  н есм еш и в аю щ и м и ся м еж ду  собой  вод ораство 
ри м ы м и  п о л и м ер ам и  (н ап ри м ер , декст р ан о м  и  п олиэтиленгликолем ).

И з  х р о м ато гр аф и ч ески х  м етод ов  н аи б о л ее  ш и роко и спользуется 
и о н ооб м ен н ая и аф ф и н н ая  х р о м атограф и и . П ослед н яя о сн ов ан а  на 
с п о со б н о сти  ф ерм ен тов о брати м о  свя зы ваться  со  сп ец иф ическим и  
ли ган д ам и , и м м о б и л и зо ван н ы м и  с п ом ощ ью  коротки х  м остиков 
(сп ей серов ) н а  гр ан улах  н ап олн и теля колонки . В качестве ли ган да  
обы ч н о  и сп о л ьзу ется  су б стр ато п о д о б н ы й  ин ги би тор  вы деляем ого  
ф ерм ента.

Г ел ьф и льтрац и я, яв л яю щ аяся  одн ой  и з  р азн ови дн остей  хр о м а
тограф и и , осн о в ан а  н а  эф ф ек те  "м олекулярн ы х  си т" , к о гда  см есь  б ел 
ков п р о п у ск ается  через  ко л о н к у , зап олн ен н ую  н абухш и м и  гран улам и  
сеф ад екса , б и огеля, сеф ар о зы  и ли  др у го го  п о ли м ера  с соотв етств ую 
щ и м  р азм ером  пор.



Зон альн о-скоростн ое  центри ф уги рован и е  о су щ еств л яет  р азд е 
л ен и е  белковы х  м олекул  в гради ен те  плотн ости  сахарозы  и ли  другого  
стаби ли зи рую щ его  сед и м ен тац и он кы е зоны  м ак р ом олекул  вещ ества.

П ри  электроф орезе  разделен и е  ф ерм ентов осн ов ан о  н а  различии 
их  п одви ж н ости  в  эл ектрическом  поле, к о торая  о п ред еляется  вели чи
ной  их заряда, м ассой  и конф орм ацией . Э ф ф ек ти в н о  р азделение в 
гради ен те  p H  (и зоэлектри ч еское  ф окуси рован и е), к огда  движ ение 
ф ерм ен та  в  колон ке  прекращ ается  в  зон е  со  значен и ем  pH , равным 
изоэлектрич еской  то ч ке  дан н ого  белка.

К он ц ен тр и р ов ан и е и  очи стк а . Д л я  п рои зводств ен н ы х  целей, 
п реж де  всего  в  сельском  хозяй ств е , исп ользую т неочи щ енны е или 
части чн о  о ч и щ ен н ы е ф ерм ен тн ы е преп араты . Н еочи щ ен н ы е препара
ты  получаю т путем  вы суш и ван и я в м ягком  реж и м е культуры  микро
о р ган и зм о в  вм есте  с о статкам и  п и т ательн ой  среды , а такж е упарива
н и я  экстракта  и з  культуры  м и кроорган и зм а, вы ращ енного  поверхно
с тн ы м  сп особом , или  ф ильтрата культуральн ой  ж идкости  для вариан
та  гл у б и н н о го  культивировани я. К ром е того , прим еняю т м етод  аце
т о н о в ы х  п орош ков , при  котором  п рои зводят  осаж дение и быстрое 
об езв ож и в ан и е  при  н изкой  тем п ературе  тканей  или  вы тяж ек из них, 
с о д ер ж ащ и х  ф ерм енты . Ч асти чн о  о чищ енны е ф ерм ентны е препараты 
в пром ы ш лен н ости  п о лучаю т м етодам и  экстракци и , концентрирова
ния и  о саж дения . Д л я  у дален и я низком олекулярн ы х  прим есей  на раз
ны х стадиях  очи стки  ф ерм ентов и сп ользую т гсльф ильтрацию  или 
ди али з (ф и льтрац и ю  ч ер ез  полуп рон и ц аем ы е м ем браны , пропускаю 
щ и е то л ько  м алы е м олекулы ), о сущ еств ляем ую  п орою  п од  давлением 
(ультраф и льтрац и я). П оследняя п озволяет  о сущ ествлять  концентри
р о ван и е  разбав лен н ы х  белковы х растворов. К ром е того , для  концен
три ров ан и я исп ользую т ли оф и ль н ую  суш ку  (и спарение в  заморож ен
ном  состоянии , м инуя ж и дкую  ф азу ), вы паривание в  вакуум е (резко 
сниж ает тем п ер ату р у  кипен и я ж и дк ости ) и  осаж дение сульф атом  ам
м ония с п оследую щ и м  перерастворен и см  в н ебольш ом  объем е.

Д ля получен и я вы сокоочи щ ен н ы х  ф ерм ен тов использую т хро
м атограф и чески е  и электроф орети ч ески е  м етоды , к оторы е более тру
д оем ки  и ведут  к  р езком у  у вели чен и ю  стои м ости  продукта.

1.6. И м м оби л и зов ан н ы е ф ерм енты
П од  им м оби ли зац и ей  ф ерм ентов пон и м ается  п о л н о е  или  час

ти ч н ое  огран и чен и е  свободы  их д виж ения. В  клетке  ф ерм ен ты  им м о
б и ли зован ы  на м ем бран ах  и в ко м партм ентах  (ли зосом ах , м и тохон д



ри я х , я д р е , хл о р о п л астах ). И сп о л ьзо ван и е  и м м об и ли зац и и  в  б и о тех 
нол о ги и  д а е т  р я д  су щ еств ен н ы х  п реи м ущ еств  п еред  при м ен ен и ем  
ф ер м ен то в , н еп о ср ед ств ен н о  раств орен н ы х  в  р еакц и о н н о м  объем е:

1. И м м о б и л и зац и я  п о в ы ш ает  н а  несколько  пор я дко в  стаб и л ь 
н о сть  ф ерм ен тов, у в ел и ч и в ая  тем  сам ы м  срок  и х  служ бы .

2 . И м м о б и л и зац и я  п о зво л я ет  м н о го кр атн о  и сп ользовать  ф ер
м ен тати вн ы й  препарат.

3. И м м о б и л и зо в ан н ы й  ф ер м ен т легко  о тд еляется  от  р еакц и о н 
но й  см еси , ч то  п о зво л я ет  п о лучать  продукт, н е  загрязн ен ны й 
ф ерм ен том .

4. И м м о б и л и зац и я  ф ер м ен т а  п о зво л я ет  получать  п родукт в  ре
ж и м е  н еп р ер ы вн о й  ф ер м ен тац и и  с  р егу ли руем ой  скоростью  
п о то к а  р еакц и о н н о й  см еси .

5. П у тем  п о д б о р а  соо тв етств у ю щ и х  н о си телей  и  м ето д о в  и м м о
б и ли зац и и  м ож н о  в  о п р ед ел ен н о й  м ере  и зм ен ять  свой ства 
ф ерм ен та : сп ец и ф и чн ость , зав и си м ость  акти вн ости  о т  тем п е
р атуры , p H  среды , а  т ак ж е  его  стаби льн ость  (о  ч ем  говори 
ло сь  вы ш е).

Д о л го в еч н о сть  р аб о ты  и м м об и ли зован н ого  (и м м об и ли зи рован 
н о го ) ф ер м ен т а  о б есп еч и в ается  за  с ч е т  стаб и ли зац и и  его  н ати вной  
к о н ф о р м ац и и  и защ и ты  о т  д ей ств и я  ги д р о л и ти ч ески х  ферм ентов.

П о ск о л ьку  б и о техн ологи ч ески й  п р оц есс  п ротек ает  в  водной  
среде , т о  п р и  и м м о б и л и зац и и  д о л ж н о  б ы ть  обесп ечен о  у слови е  св о 
бодн ой  д и ф ф у зи и  су б стр ата  к  ф ер м ен ту  и  отт о к  м олекул  о б р азо в ав
ш его ся  п р о д у к та  о т  него . Э ф ф екти в н ость  р аб о ты  им м обилизованного  
ф ерм ен та  п о м и м о  его  ак ти в н о сти  зав и си т о т  прав и льн ого  вы б ора  н о 
си теля (о б есп ечи в аю щ его  и м м о б и л и зац и ю ) и  сп о со б а  связы ван и я его  
с н осителем .

М е т о д ы  и м м о б и л и за ц и и  ферм ентов подразделяю тся на ф изиче
ские и  хим ические. Ф изические м етоды , в  свою  очередь, осущ ествляю т
ся  п утем  адсорбции, вклю чения в гель, инкапсулирования и вклю чения в 
липосом ы  (рис. 1.8).



Р и с . 1.8. М ет оды  и м м обилизации  ф ерм ент ов: Ф -  ф ерм ент  [3 о с н ./
П ри  адсорбц и он н ой  им м оби ли зац и и  м олекула ф ерм ента удер

ж и в ается  н а  п о в ерхн ости  н оси теля с пом ощ ью  адсорбционного  взаи
м одей ств и я. В  качестве н осителя , которы й долж ен  обладать свойст
в о м  н ер аств ори м ости  в  водн ой  среде, использую тся активированный 
уголь , крем н езем , пори стое  стекло , разли чны е глины , а  такж е поли
с ахари д ы , си н тети ч ески е  полим еры  и др. П рочность связи  фермента с 
н о си телем  н ебольш ая , ч то  при  изм ен ен и и  услови й  протекания реак
ц ии  м о ж ет при в ести  к потере м олекул  ф ерм ента за  счет десорбции. 
У си ли ть  пр о ч н о сть  этой  связи  п озволяет  п редвари тельная модифика
ц ия его  поверхн ости  п утем  обработки  ион ам и  металлов, полимерами, 
м онослосм  ли п и дов , б елкам и  и  др . П роц есс  и м м обилизации  осущ ест
вл я ется  п у тем  кон такта  водного  р аств ора  ф ерм ента  с носителем .

И м м об и ли зац и я ф ерм ен тов  п утем  вклю ч ен и я в  гель  наш ла ши
р окое  р асп ростран ен и е  б лагодаря п ростоте  реализац ии  и  своей уни
версальности , поскольку  п озволяет  получать  не тольк о  иммобилизо
ван н ы е инди ви дуальн ы е ф ерм енты , но и  м ультиф ерм ентны е ком
п лексы  и  интактны е клетки . Н аи б о л ее  часто  использую т гели поли
акри лам и да , поли ви н и лового  сп ирта, поли в и н и лп и рроли дон а  и др. 
И м м оби ли зац и я о сущ еств ляется  п у тем  см еш и в ан и я ф ерм ента  с вод
ны м  р аств ором  м он ом ера  (н ап ри м ер , акрилам ида), п осле  чего ини
циируется  процесс  полим ери зац и и , заверш аю щ и й ся образованием  
геля (в приведенном  п рим ере -  п оли акри лам и дн ого  гел я  -  П А А Г).

И спользуется и ком бинация двух  названны х м етодов, когда час
тички  сорбента с находящ имися н а  их  поверхности м олекулам и  фермен
та им м обилизую т в ячейках геля (например, ПА А Г). М етод  двойной
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им м обилизации  обеспечивает стабилизацию  конф орм ации ф ермента за 
счет сил  адсорбц ии  (предохраняет его от  денатурации в  неблагоприят
н ы х  услови ях) и  препятствует проникновению  в яч ейки  геля крупны х 
м олекул  -  пептидгидролаз, вы деляем ы х м икроорганизм ам и или  попа
д аю щ и х  в  реакционную  см есь с субстратом . М олекулы  субстрата им ею т 
свободны й доступ  к  м олекулам  имм обилизованного  ф ермента.

И нкапсулирован ие ф ерм ента заклю чается во  вклю чении водного 
раствора ф ерм ента или  полиф ерментны х систем  в  микрокапсулы , огра
ниченны е полупроницаем ой м ем браной, которая пропускает внутрь 
низком олекулярны е субстраты  и  коф акторы , но задерж ивает м олекулы 
фермента. Р азработаны  несколько  способов инкапсулирования, они  бо
лее слож ны , ч ем  д л я  д ву х  рассм отренны х вы ш е методов. О бы чно м ик
рокапсулы  и м ею т диам етр  п орядка десятков или сотен  микрометров, 
толщ ина м ем браны  составляет соты е-десяты е доли  микрометра. О бо
лочка м икрокапсулы  (м ем брана) образована полупроницаем ы м  полим е
ром  (полиам ид, полим очевина, полистирол, коллодий и др.).

Ш ирокое распространен ие в  производстве получил м етод  вклю че
ния ф ерм ента  в  волокна, которы й аналогичен микрокалсулированию . 
О дин и з  способов вклю чения ферм ентов в  волокно состоит в  растворе
нии п олим ера, образую щ его волокно (триацетатцеллю лоза, нитроцел
лю лоза, этилцеллю лоза и др .), в  органическом  растворителе, эм ульгиро
вании полученн ого  р аствора с  раствором  или  суспензией ф ермента и 
продавливаиии  эм ульси и через  тонкие отверстия прядильного устройст
в а  в  к оагули рую щ ую  ж идкость (наприм ер, толуол). П олученны е волокна 
представляю т собой  пористы е полим ерны е гели, содерж ащ ие гом оген
н ую  д исперсию  небольш их капель водного  раствора ф ермента диам ет
ром  приблизительно 1 мкм. К оличество фермента, вклю ченного в во 
локна, м ож ет составлять сотни  м иллиграм м  н а  один  грам м  волокна.

В к лю ч ен и е  ф ер м ен т а  в ли п о со м ы  яв л яется  сп ец и ф и ческой  раз 
н о в и д н о стью  и н к ап су л и р о в ан и я , п р и  котором  его  м о лекулы  заклю 
ч аю т  в  в ези кулы , о гр ан и ч ен н ы е си стем ой  к он ц ен три чески х  б и слой 
ны х зам кн уты х  л и п и д н ы х  м ем бран . Л и п о со м ы  м о гу т  бы ть м онола- 
м еллярн ы м и  (огран и чен ы  о д н о й  б и слой н ой  м ем бран ой ) и  п олила- 
м ел л яр н ьш и  (о гран и чен ы  н еско л ьки м и  би слоям и  ко нцентри ческих  
сф ер). Т ех н и к а  п ол у ч ен и я  л и п о со м  до стато ч н о  п роста. Л и п и ды  рас 
тв о р яю т в  ор ган и ч еск о м  раств о р и тел е , к оторы й затем  и сп аряется , о с 
тав и в н а  стен к ах  со су д а  то н к у ю  п л ен к у  лип и да . В  со су д  н аливаю т 
р аств о р  ф ер м ен т а  и осу щ еств л яю т м ех ан и ч еско е  дисп ерги рован и е  
ли п и д н о й  плен ки , об ры в ки  которой  об р азу ю т м икрокап сулы  (липо-



со м ы ) с заклю ч ен н ы м  в  и х  объем е р аств ором  ф ерм ента. П ри дей ст
ви и  ул ьтр азву ка  полилам еллярны е ли п о со м ы  расп ад аю тся  н а  м оно- 
лам еллярн ы е. Ф ерм ен ты , заклю ч ен н ы е в л и п осом е, и сп о л ьзу ю т пре
им ущ ествен н о  в  м еди ц и н ски х  и нау ч н ы х  целях.

Х и м и ч ески й  сп о со б  им м оби ли зац и и  наиболее  р аспространен  в 
пром ы ш лен н ости  и  заклю ч ается  в  ковален тн ом  связы ван и и  фермента 
носи телем . О н  об есп ечи в ает  про ч н у ю  и н еобрати м ую  связь фермента 
с  н о си телем , в  качеств е  к о торого  и сп о л ьзу ю тся п олисахариды , синте
ти ч ески е  поли м еры , н ео рган и ч ески е  крем н езем н ы е соединения (си
ли кагел и , си лохром ы , пори сты е стекла). П оверхн ость  носителя не
редко  акти в и рую т, а  ф ерм ен т п ри соед и н я ю т к н ей  с пом ощ ью  не
бо л ьш о й  м олекулы  (вставки , спей сера), к оторая устран яет  стериче- 
с к и е  затруд н ен и я в  его  ф ункц и он и рован и и  (рис. 1.9). В  то  ж е время 
к о вал ен тн ая  связь  ф ерм ен та  с н осителем  часто  сопровож дается ста
би л и зац и ей  к он ф орм ац и и  энзи м а, ч то  у вели чи вает  его  срок  работы.

| о  + О— о + ф б ^
Носитель Вставка Фермент Иммобилизованный 

фермент

Р и с . 1.9 . С хем а  им м обилизации  ф ер м ен т а  хи м и чески м  м ет од ом  [1]

1.7. И н а к т и в а ц и я ,  с т а б и л и з а ц и и  и р е а к т и в а ц и я  ф ер м ен т о в
И н а к т и в а ц и я .  Ф ерм ент, в соответстви и  со  своей  ролью  в ката

ли ти ческой  реакц и и , в отли ч и е  о т  субстрата , н е  расходуется , поэтому 
срок служ бы  этой  "м олекулярной  м аш и н ы ” в п ринц ипе не ограничен. 
О д н ако  сущ еств ует  ряд  ф акторов , н е  связан ны х  н еп осредственно с 
протекан и ем  ф ерм ен тати в н ой  р еакц и и , к оторы е в ед у т  к  нарастаю щ е
м у  в о  врем ен и  сн и ж ен и ю  активности  ф ерм ен та  и вы зы ваю т необхо
ди м ость  вводить  в  р еакц и он н ую  см есь  д о п о лн и тельн ое  его  количест
во. С ниж ен ие акти в н ости  ф ерм ен та  зам ед ляет  техн ологи ч ески й  про
цесс, а  д о п о лн и тельн ое  расх о д о ван и е  ф ерм ен та  п о в ы ш ает  стоим ость 
п олучаем ого  продукта.

В озм ож н ы  два  пути , сп особн ы е ослаби ть  н егати в н ое  п оследст
ви е  и н активации  ф ерм ента: п ов ы ш ен и е его  стаб и л ьн о сти  и  р еакти в а
ция потерявш и х  активность  молекул.

С реди  при ч и н  и н активации  м ож но  вы делить: а грегац и ю  м о л е
кул ф ерм ента; ти олди сульф и дн ы й  обм ен  м еж ду м олекулам и  и  вн утри



и х ; и з м ен ен и я  в  п ер в и ч н о й  стр у кту р е , н ап ри м ер , хи м и ч еск ая  м о д и 
ф и к ац и я  ф у н кц и о н ал ьн ы х  гр у п п ; р азр ы в  S -S -связей ; д и ссо ц и ац и я  на 
су б ъ ед и н и ц ы  ф ер м ен т о в  с четверти ч н ой  структурой ; конф орм ацион - 
ны е и зм ен ен и я  в  м акром олекуле . С ам и  проц ессы , вы зы ваю щ и е инак
ти в ац и ю , м о ж н о  разд ел и т ь  н а  д ве  б ольш и е груп п ы : ф и зические и  ф и 
зи ко -х и м и ч еск и е  (ко н ф о р м ац и о н н ы е вн утри м олекулярн ы е п р ев р а 
щ ени я п о д  д ей ств и ем  тем п ер ату р ы , p H , вы соки х  кон ц ен трац и й  солей, 
о р ган и чески х  р аств о р и тел ей  и л и  П А В  и  т.д .)  и хим и ч ески е  (автолиз, 
авто катал и ти ч сская  м о д и ф и кац и я  ф ун кц и он альн ы х  груп п  ф ерм ента, 
нап ри м ер , авто о ки сл ен и е , и  др .). Е сли  в  си стем е и м ею тся п ротеоли - 
ти ч ески е  ф ер м ен т ы , поп ав ш и е, напри м ер , с субстратом , происходит 
р асщ еп лен и е  п оли п еп ти д н о й  ц епоч ки . П ри  вы делен и и  ф ерм ентов из 
тк ан ей  и н ак ти в ац и я  ф ер м ен т о в  п рои сход и т в р езультате  автолиза.

В ы со ко р еакц и о н н о сп о со бн ы м и  инакти ви рую щ и м и  к о р п ускула
м и  яв ляю тся суп ер о к си д н ы й  и  ги д рокси дн ы й  р ад и к алы  (п оследние 
об р азу ю т п ерек и сь  вод ород а). В  качеств е  защ и ты  о т  них ф ерм ентов 
м ож н о  и сп о л ьзо ват ь  су п ер о кси д ц и см у газу  (С О Д ) и катапазу  (акти в
ная защ и та ), а  т ак ж е  н и зк ом олек улярн ы е перехватчи ки  радикалов , 
нап ри м ер , ти о л ы  (п асси в н ая защ ита).

С т а б и л и з а ц и я .  Д л я  оц ен к и  стаби льн ости  ф ерм ента  н а  практике 
обы ч н о  и сп о л ьзу ю тся д в а  п оказателя: полуп ери од  ж изни  ф ерм ента 
(врем я , за  к о то р о е  ак ти в н о сть  ф ерм ен та  сни зи тся  в  д ва  раза ) и доля 
о стато ч н о й  ак ти в н о сти  его  (в  п роц ен тах ) п осле  и н кубац и и  в  течен ие 
ф и кси р о в ан н о го  врем ен и  в  к о н кретн ы х  услови ях.

С у щ еству ет  б ольш ое ч и сл о  сп о со б о в  стаби ли зац и и  ф ерм ентов, 
п од  к о то р о й  п о н и м аю т  н ап рав лен н ое  изм ен ен и е  структуры  ф ерм ента  
или  ок р у ж аю щ ей  его  м и к росреды , приводящ ее  к  увели чен и ю  акти в а
ц и он н ого  бар ьер а  п роц есса  инакти вац и и . С таби ли зац и я ф ерм ента, 
н аряду  с у вели чен и ем  срока его  р аб о ты  м ож ет повы ш ать  и тер м о ст а 
бильность .

С таб и л и зац и я  ф ерм ен тов м ож ет б ы ть  повы ш ен а  как при  н ек о ва 
лен тн ы х  в заи м од ей ств и ях , так  и  п ри  образован и и  ковален тн ы х  свя
зей .

В  п ер в о м  сл у ч ае  стаб и льн ость  пов ы ш ается  при  ком плексообра- 
зован и и  ап оф ерм ен та  с ко ф ер м ен то м , ф ерм ен та  с суб стратам и  и  и н 
ги б и то р ам и , б лагодаря чем у , в частн ости , в озрастает  устой ч и вость  
бел ко в о й  части  м олекулы  к д ен ату р ац и о н н ы м  воздей стви ям  вслед ст
ви е  и зм ен ен и я структуры  и  э н ер гети ки  глобулы . О бразован и е  спец и 
ф и ч ески х  ком п л ексо в  н еко то р ы х  ф ерм ен тов  с таки м и  органическ им и



соеди н ен и ям и  как  этилен гли коль , глицерин , сахароза , дим етилсуль- 
ф окси д  и др . вед ет  к  п ов ы ш ен и ю  стабильности  з а  счет ум еньш ен ия 
структури ров ан н ости  воды  в  м и кроокруж ен и и  ф ерм ента . С табилизи
рую щ и й  эф ф ект об р азо в ан и я  ком п лексов ф ер м ен т а  с полим ерам и и 
белкам и  (п оли в и н и лов ы е п оли м еры , п о лисахариды , альбум и н  и  др.) 
об ъ я сн яется  изм ен ен и ем  свой ств среды , защ и тн ы м  д ей ств и е  полиме
ра , и , главн ое , изм ен ен и ем  струк туры  ф ерм ента. В клю чен и е  ф ермен
т а  в  н ераств ори м ы е п оли м ерн ы е гели  вы зы вает  ограничен ие конфор- 
м ац и о н н о й  п одви ж н ости  ф рагм ен тов  м акром олекулы  в тесны х ячей
ках  в ы сококон ц ен три ров ан н ого  геля , не п озволяет  по чисто стериче- 
ски м  п ри ч и н ам  р азв ер н у ться  м о лекуле  ф ерм ента. П ри этом  в сотни и 
ты сяч и  р аз  у вел и ч и вается  терм остаби льн ость  некоторы х ферментов. 
К ром е того , п оли м ерн ы й  гель  защ и щ ает и х  о т  атаки микроорганиз
м ов. А дсорбц и я ф ерм ен тов н а  орган и чески х  и  неорганических носи
тел я х  сущ еств ен н о  п о в ы ш ает стаби льн ость  (и термостабильность) 
п р еи м ущ ествен н о  за с ч ет  стаби ли зац и и  н ати вной  конф орм ации фер
м ен та , м н оготоч ечн ой  его  ф иксации .

В о  вто р о м  случае , при  образован и и  ко валентны х  связей фермен
т а  с  раств ори м ы м  и л и  нераствори м ы м  н осителем , изм енение его ста
би льн ости  обусловлен о  х и м и ч еской  м одиф икацией  функциональных 
групп ф ерм ен та , п оли ф ун кц и он альн ы м и  м ноготочечны м и взаимо
д ей ств и ям и  его  с носи телем , изм ен ен и ем  м икроокруж ения фермента. 
Т ер м остаб и льн ость  ф ерм ентов зав и си т  о т  их  ам инокислотного соста
ва. Зам ен а  одн ой  ам и н оки слоты  п а  др у гу ю  в  результате  мутации мо
ж е т  су щ еств ен н о  п ов ли ять  н а  тср м остаб и льн ость  ферм ента. Х имиче
ская  м одиф икация ф ункц и он альн ы х  груп п  ам инокислотны х  остатков, 
вли яю щ их на стаби льн ость  ф ерм ента, п о зво л я ет  повы сить его устой
чи в ость  к  д ей ств и ю  повы ш ен н ой  тем п ературы , три п тическом у гид
ролизу . Х им ич еская м оди ф и кац и я с пом ощ ью  бифункциональны х 
агентов , нап ри м ер  глутаровы м  альдеги дом , ведет к  образованию  
вн утрим олекулярны х  сш и в ок , к оторы е дел аю т структуру  фермента 
ж есткой , м ен ее  сп о со б н о й  к  р азв орачи в ан и ю , п р и  это м  его  термоста- 
би льн ость  и у сто й ч и во сть  к  п р о теоли зу  м о ж ет п овы ситься. К онъю га
ц и я  ф ерм ентов с белкам и , п оли сахари дам и  и  д руги м и  водораствори
м ы м и  п оли м ерам и  сп о со б н а  п ов ы си ть  стаби льн ость  ф ерм ентов. В 
кон ъю гатах  со зд аю тся  стери ч ески е  затруднения д л я  бим олекулярно
го  взаим одействия ф ерм ентов, пов ы ш ается  ж естко сть  структуры  
ф ерм ента  за сч ет  м ноготоч ечного  связы ван и я его  с носи телем , при 
этом  у вели чи вается  у стой ч и вость  ф ерм ента  к  автолизу . С таби ли зи ру



ет  ф ер м ен т  и м н о го то ч еч н о е  к о вал ен тн о е  взаи м одей ств и е  е го  с н е
р аств о р и м ы м и  б ел ко в ы м и  и  по л и м ер н ы м и  гелям и , а  так ж е к о вал ен т
ная  и м м о б и л и зац и я  н а  ор ган и ч ески х  (м о д и ф и ц и р о ван н ая  сеф ароза, 
ам и н о эти л ц ел л ю л о за  и  д р .) и  н еорган и ч ески х , н ап ри м ер  си л икатны х , 
носителях .

Р е а к т и в а ц и я .  В  хи м и ч еск и х  пр о и зво д ств ах  п рои сход и т та к  н а
зы в аем ое  отр ав л ен и е  к атали заторов , п оэтом у  и х  пери оди чески  п о д 
вер гаю т р еген ер ац и и . Т ак ая  ж е  зад ач а  с то и т  и  п еред  биотехн ологи ей , 
тольк о  р еал и зац и я  ее оказы вается  гораздо  более  слож ной , поскольку  
характер  п о в р еж д ен и я  м о л ек у л  ф ер м ен то в  б ы в ает  сам ы м  разн ы м  
(ведь они  "м о л еку л я р н ы е м а ш и н ы " ) .  Н есм о тр я  н а  все м еры , п ри н я
ты е  д л я  защ и ты  ф ер м ен т о в  о т  п ов реж д аю щ и х  агентов , повы ш ен ия их 
стаб и льн ости , с теч ен и ем  врем ен и  п ро и сх о д и т их  инакти вац и я . Р е а к 
ти в ац и я  би о к атал н зат о р о в  п о зв о л и т  и сп ользовать  их м ногократно.

Р еакти в ац и я  агр еги р о ван н ы х  б елков заклю ч ается  в наруш ен ии  
м еж м о л еку л яр н ы х  нековален тн ы х  кон тактов , которое  вед ет  к  разр у 
ш ен и ю  агр егато в . Д л я  этой  цели , в  ч астн о сти , и сп о л ьзу ю т вы соко- 
кон ц ен тр и р о ван ч ы й  (8 М -н ы й ) р аств о р  м очеви н ы . З атем  удаляю т 
этот д ен ату р ат  и  п о л у ч аю т н ати вн ы й  ф ерм ент. П ри  реактивации  
ф ерм ен та  с  ч ет вер ти ч н о й  стр у кту р о й  п о я вляю тся дополнительн ы е 
слож н ости , по ско л ьку  п о сл е  ди ссо ц и ац и и  агрегата  до отдельны х 
суб ъ ед и н и ц  н ео б х о д и м о  созд ать  у слови я для сборки  олигом ерного  
б елка  и з  эти х  суб ъ ед и н и ц . В стреч аю тся случаи  инакти в ац и и  ф ерм ен 
т а  с  ч ет вер ти ч н о й  стр у кту р о й  в сл ед ств и е  диссоц и ац и и  его  н а  су б ъ е 
д и н и ц ы  п о д  дей ств и ем  к и слоты , щ елочи , детерген тов , м очеви н ы  и 
т.д . В  неко то р ы х  сл у ч аях  сн я ти е  ден ату р и р у ю щ его  воздей стви я с о 
п р о в о ж д ается  п о лн ой  или  ч асти чн ой  ассо ц и ац и ей  субъеди н и ц  и  ре- 
н ату р ац и ей  ф ерм ен та .

Е сл и  ф ерм ент п отерял  ак ти в н о сть  в  резу л ьт ате  хим и ч еской  м о 
д и ф и кац и и  ф у н кц и о н ал ьн ы х  груп п , то  его  реакти в ац и я в р яд е  случа
ев  во зм о ж н а  с п о м о щ ью  о б р атн о й  х и м и ч еской  реакц и и . В ч астн ости  
ф ерм енты , и н ак ти в и р о в ан н ы е м оди ф и кац и ей  сульф гидрильны х  
груп п , реак ти в и р у ю т д о б ав л ен и ем  избы тка  низком олекулярн ого  тио- 
л а  и ли  др у го го  во сстан о ви тел я . Е сли  в ф ерм енте  п од  д ей ств и ем  ти ола  
р азр ы вает ся  од н а  или  н еск о л ько  д и сульф и д н ы х  связей  и образую тся 
см еш ан н ы е с этим  ти о л о м  д и су л ьф и д ы , то  таки е  ф ерм енты  м ож но  
реак ти в и р о ват ь , до б авл яя  в  н еб ольш ом  избы тке  по  отн ош ен и ю  к 
ф ер м ен т у  ион ы  ртути , м еди , сереб ра  или  ртутьорган и чески е  соед и н е



ния, которы е р асщ еп ля ю т см еш анны е дисульф идны е свя зи  за  счет 
к он курен ц и и  с  инакти в и рую щ и м  тиолом .

П ри  н еобратим ой  ден атурац и и  ф ерм ентов н еобходи м о  в  инак
ти в и ров ан н ом  ф ерм енте  разруш и ть  все нековален тн ы е связи  и пере
вести  его  в  р азв ер н у то е  состоян и е  (стати сти ческого  клубка). Д ля это
го  часто  исп ользую т концентри рованны е растворы  м очевины  или 
гуан и ди н хлори да . З атем  н уж н о удали ть  ден атурат и создать условия 
д л я  реак ти в ац и и  ф ерм ента. Б ы ло  показано , что  пептидны е цепи ряда 
ф ерм ен тов (трип син , а -х и м о тр и п си н ) способны  к  самопроизвольно
м у сворач и ван и ю  в н ати вн ую  конф орм ацию .

О д и н  из н аи б олее  слож ны х  случаев реактивации , когда в  моле
куле  ф ерм ен та  прои зош ел  ги дроли з пептидной связи , начали разраба
ты вать  в  п оследн ее  врем я с использовани ем  протеолитических фер
м ентов.

О со б ы й  случай  реакти вац и и  п редставляет регенерация небелко
вой части  ф ерм ентов -  коф акторов. Д ля этой  цели используются 
ф ерм ен тн ы е и  неф ерм ен тн ы е (хим ич еские, электрохимические) ме
т о д а  регенерации .

1.8. О бл асти  п р и м ен ен и я  и н ж енерной  энзим ол огии
Ф ерм ен ты  о б ладаю т вы сокой  эф ф ективностью  при катализе 

р азн ообразн ы х  реакций , представляю щ и х  практический интерес. В 
настоящ ее  врем я в при роде  об наруж ено свы ш е трех ты сяч разных 
ф ерм ентов, каж ды й из которы х в си л у  своей  селективности катализи
рует, как правило, о д н у  конкретную  реакцию . Э то обстоятельство по
зволяет  вы делять из природны х объектов б и окатализатор , способный 
осущ еств лять  практически  л ю бую  реак ц и ю , востребованную  в той 
или  иной области  человеческой  деятельн ости . П оэтом у неудивитель
но, что  и нж ен ерная энзи м ология н епреры вно  расш и ряет  область сво
его  п рим енен ия и связан н ое  с этим  р азн ообрази е  ф ерм ентов, исполь
зуем ы х  чащ е всего  в  им м оби ли зован н ой  ф орме.

В легкой промы ш ленности перед отбеливанием  и окрашиванием 
текстильны х изделий используется расш лихтовка растительны х волокон 
(освобож дение от крахмала), осущ ествляемая с  использованием  а -  
амилазы ; для вы делки кожи прим еняю т протеазы  микробного происхо
ж дения и трипсин (обезволаш ивание ш кур, отм очка и  мягчение кож). 
П ри мацерации льн а  перспективно использование комплексны х фер
ментных препаратов, получаемы х при культивировании специально



отобранны х  бактерий. В  бы ту для улучш ения качества стирки  в сти
ральн ы е порош ки  д обавляю т щ елочн ы е протеазы , липазы.

В  сел ь ск о м  х о зяй ств е  д л я  улу ч ш ен и я  перев ари ваем ое™  корм ов 
к  н и м  д о б ав л я ю т  п р отосуб ти ли н , п еллю лазы , п оследн и е  и сп о л ьзу ю т
ся  и  п ри  си лосован и и . Ф ер м ен ты  п ри м ен я ю тся и  при хим ич еском  
си н т езе  н езам ен и м ы х  ам и н о ки сл о т  д л я  р азд ел ен и я  их  рац ем и чески х  
см есей . Н езам ен и м ы е  ам и н о ки сл о ты  н у ж н ы  д л я  обесп ечен и я б ел ко 
в ого  б ал ан са  корм ов. Ш и р о к о  и сп о л ьзу ю тся ф ерм ен ты  и  в  пищ евой  
п р о м ы ш л ен н о сти . Рен н и н  п р и м ен я ю т п ри  получен и и  сы ра, глю козо - 
и зо м ер азу  -  п р и  п р о и зво д ств е  гл ю к озо -ф руктозн ы х  сиропов , гл ю 
коам и л азу  -  п ри  п о л учен и и  глю козы . С  п о м ощ ью  а -а м и л а зы  осущ е
ств л яю т  ги д р о л и з  крахм ала . Б р о м ели н  и сп ользую т п р и  п роизводстве 
п и т ател ьн ы х  см есей  н а  о сн о в е  ги д р о л и зат о в  белков , а т акж е, подобно 
п еп си н у  и  п р о теазам  м и к р о б н о го  п р ои схож д ен и я -  д л я  м ягчен ия 
(тен д ер и зап и и ) м яса. П р о тео л и ти ч ески е  ф ерм ен ты  исп ользую т такж е 
д л я  у ск о р ен и я  созрев ан и я р ы б ы  (сельди ) п р и  посоле. Л и п азы  м од и 
ф и ц и р у ю т  в к у с  м о л о ч н ы х  п родук тов , л актаза  (р -галактози даза) п р е 
в р ащ ает  об ы ч н о е  м олок о  в  б езлактозн ос , обладаю щ ее диетич еским и  
сво й ствам и . П р и м ен я ю т л ак тазу  и  в  хлебоп ечен и и , опять ж е  д л я  р ас 
щ еп л ен и я  м о л ек у лы  лакто зы , к о торая н е  сбраж и в ается  х леб оп екар
ны м и  др о ж ж ам и . Д об ав лен и е  п р о теоли ти чески х  ф ерм ентов к  м уке 
вы зы в ает  м о д и ф и к ац и ю  п ш ен и ч н ы х  белков , благодаря чем у  тссто  
стан о в и тся  б о л ее  м ягким . С  п о м о щ ью  м и кробн ы х  протеи н аз  п о луча
ю т  п р и н ц и п и ал ьн о  н овы е п р о д у к ты  п и тан и я  -  пласгеины . Д ля этого  
вн ач ал е  о д н и м  и з  ги д р о л и ти ч ески х  ф ерм ен тов  п рои зводят гидролиз 
белков , п о сл е  чего  в ги д р о л и зат  м о ж ет бы ть доб авлен а  д еф ици тная 
ам и н о к и сл о та  (н ап р и м ер , м ети он и н  д л я  соевого  белка) и ли , наоборот, 
у д ал ен а  о д н а  и з  н и х  (н ап ри м ер , ф ен и лалан и н , которы й  вредн о  уп от
реб л ять  д етям , бо л ьн ы м  ф ен и лкетон ури ей ). Затем , и сп ользуя сп о со б 
н о сть  н ек о то р ы х  п р о тео л и ти ч ески х  ф ерм ен тов  (пепсин , три п си н , хи- 
м о тр и п си н ) о су щ еств л ять  б езм атри чн ы й  син тез, получаю т б елков о
п о д о б н ы е  п и тател ьн ы е вещ ества  -  пластеи н ы  (работы  А .Я . Д ан и лев
с к о го , В .В . З ав ьял о ва  и др .). Б елковы е ги дроли заты  вв о д ят  в  овощ ны е 
и  ф р у к то в ы е  соки , п ю ре, супы .

Д л я  освет л ен и я  ви н , ф р у кто в ы х  со к о в  и  п и в а  исп ользую т п екта- 
н азу , п р о теазы  м и к роб н ого  прои схож ден и я, п епсин . Д ля удаления 
ки сл о р о д а  и з  ко н сер вн ы х  бан ок  и буты лок  с р азли чн ы м и  н апиткам и , 
нап р и м ер  с  п и в о м , п р и м ен я ю т п р еп ар аты  глю к озоокси дазы . П р и м е
н яю тся о н и  так ж е д л я  у д ал ен и я  глю козы  из п ищ евы х продуктов , к о 



торы е д олж н ы  х раниться  в  вы суш енном  состоянии . В  биоэнергетике 
персп екти в н о  использовани е ф ерм ентов и  ф отосинтетического  аппа
р ата  р астен и й  и  бактерий  при  создани и искусствен н ы х  систем  для 
ф оторазлож ен и я воды  н а  водород  и кислород  (биоф отоли з воды ). Это 
позволи т получи ть  экологич ески  чисты й энергон оси тель  -  водород 
(во дородн ая энергетика). В б и отопли вны х элем ен тах  происходит 
п рям ое превращ ен и е  хим и ч еской  энергии субстрата в  электрическую. 
П ри м ером  м о ж ет бы ть  энзи м атическое  окисление метанола в му
р авьи н ую  к и слоту  н а  электроде (аноде).

В аж ной  представляется  проблем а биоспециф ического электро
синтеза. С и нтез некоторы х  соединений  (углеводов, аминокислот, сте
ро и д о в), протекаю щ их  с затратой энергии, в ряде случаев м ожет быть 
р еали зован  с и сп ользовани ем  им м обилизованны х ферментов и  элек
три ч еской  энергии . П роведени е in vivo  ферментативны х электросин- 
т ети чески х  п роцессов

-4е
2Н 20  -► 0 2 +  4 Н ',

+ 4е
С 0 2 + 4Н* —  С Н 20  + Н ,0

в при н ц и п е  п о зво л я ет  поставить задачу  построен ия систем электро
п итан и я ж и в ы х  организм ов.

Ш и рокое  п р им енен ие ф ерм енты  н аходят  в м едицине. Прежде 
всего , ф ерм ентны е преп араты  п рим еняю тся в зам естительной тера
пии заболеваний  пищ еварительн ой  систем ы . П ринимаемы й перо
рально  пан креати н  содерж и т липазу , а -ам и л азу , трип син, химотрип- 
син ; ф естал  -  ли п азу , ам илазу , протсазу  подж елудочной  железы, ге- 
м о п еллю лазу  (и  ком поненты  ж елчи); ораза  -  ком плекс протеолитиче- 
ских и ам илолити чески х  ф ерм ентов; солизим  -  ф ерм ентны й липоли- 
ти ч ески й  п реп арат  и т.д . О днако п рим еняю т и антиф ерм ентны е пре
п араты  (п антрипин , контрикал  и д р .), которы е угнетаю т активность 
п р о теоли ти чески х  ф ерм ентов. (3-Галактозидаза восстанавливает спо
собн ость  к усво ен и ю  м олочны х продуктов у  лю дей, страдаю щ и х не
достаточ н остью  этого  ф ерм ента в  ж елудочно-киш еч ном  тракте. Для 
р аств орен и я тром бов в кровеносны х сосудах  прим еняю т плазмин, 
стреп токи н азу , урокиназу . Ф ерм енты , р азруш аю щ ие некоторы е неза



м ен и м ы е  а м и н о к и сл о ты  (н ап р и м ер , асп араги н азу ), и сп ользую т в  о н 
кологи и . Т ак и е  п р о теоли ти чески е  ф ерм енты  как  три п си н , хим отри п- 
син , ко л л аген аза , субти ли зи н , и м м оби ли зован н ы е н а  волокнисты х 
м атери алах , п р и м ен я ю т  д л я  э ф ф екти в н ого  л ечен и я ран , ож огов , аб с
ц ессо в  (гн о й н ы х  нары вов).

П р и  в в ед ен и и  ф ер м ен тн о го  п р еп ар ата  в  кровь  в озн и каю т слож 
ности , свя зан н ы е с  его  ан ти ген н о стью , бы строй  ин акти в ац и ей  и б ы 
стры м  вы вед ен и ем  и з  о рган и зм а . С таб и льн ость  ф ерм ен та  в  это м  слу 
ч ае  п о в ы ш аю т п у тем  вв ед ен и я  в е го  м олек улу  о б рати м ы х  сш ивок , 
хи м и ч еск о й  м о д и ф и кац и и  ф ер м ен то в , их  м еж м олекулярн ого  свя зы 
ван ия, свя зы ван и я  с д р у ги м и  м олекулам и  (водораствори м ы м и  п о л и 
м ерам и ), а так ж е зак л ю ч ен и я  ф ерм ен тов  в  м и крокап сулы , л ипосом ы , 
"тени" эр и тр о ц и то в . И н к ап су л и р о в ан н ы е ф ерм ен ты  захваты ваю тся 
клеткой  п у тем  эн д о ц и то за  и так и м  об р азо м  п р он и каю т вн утрь  ее. О д 
нако  п р и  и сп о л ьзо ван и и  неко то р ы х  и з  этих  сп особов стабилизации  
ф ерм ента  н ео б х о д и м о  р еш ать  п р о б л ем у  д еградац и и  и последую щ его  
вы веден и я и з  орган и зм а  н еб елков ой  части  (м ем браны , р астворим ы е 
по л и м ер ы ) и  сам и х  м о д и ф и ц и рован н ы х  м олекул  ф ерм ентов.

В  тех  сл у ч аях , к о гда  ф ер м ен т  дей ств ует  н а  субстрат, присутст
вую щ и й  в  би о л о ги ч еск о й  ж и д к о сти , м ож н о  и збеж ать введен и я его  в 
ор ган и зм , и сп о л ьзу я  си стем у  э кстракорп оральн ой  п ерф узии . П ри 
этом  и м м о б и л и зо ван н ы й  ф ерм ен т п ом еш аю т в закры тую  систем у, 
через к о то р у ю  ц и р ку л и р у ет  би о л о ги ч еская  ж идкость , возв ращ аю щ ая
ся  обратн о  в  о р ган и зм  осво б о ж д ен н о й  от  вредн ого  вещ ества. В ч аст
ности , кол о н к и , зап о л н ен н ы е  м икрокап сулам и  с ф ерм ентом , и сп о л ь 
зу ю т д л я  ди ал и за  в ап п ар ате  "и ск усствен н ая почка".

В  м ед и ц и н ско й  ди агн о сти к е  ф ерм ен ты  использую тся д л я  прове
ден и я  би о х и м и ч еск и х  анали зов. Б и о сен соры  н а  осн ов е  и м м об и ли зи 
ро ван н ы х  ф ерм ен тов п озволя ю т б ы стро вы п олн я ть  то ч н ы е  анализы , 
п р и м ен я ю тся  он и  и в проточ н ы х  анали заторах . М и к роби осен сор  н а  
осн ов е  гл к ж о зо о к си д азы  и рутен и ево го  красителя, и м м об и ли зи ро
ван н ы х  в П А А Г , в ы п о л н ен н ы й  с и сп ользован и ем  су б м и крон н ы х  оп 
ти ч ески х  в олок он , м ож ет б ы ть  в в ед ен  в  к летк у  д л я  и зм ерен и я в ней 
ко н ц ен тр ац и и  глю козы .

И м м о б и л и з и р о в а н н ы е  ф е р м е н т ы  в  п р о и з в о д с т в е
Б и отех н о л о ги ч еск о й  п ром ы ш лен н остью  о своен  ряд  тех н о л о ги 

чески х  п р оц ессов , п озволяю щ и х  п рои звод и ть  в  больш и х  количествах  
продукц и ю .



П о л у ч е н и е  г л ю к о зо -ф р у к т о зн ы х  с и р о н о в . Э то т  крупном ас
ш табн ы й  процесс  осущ ествляет изом ери зац и ю  глю козы , превращ ая 
ее  в о  ф руктозу , к оторая в  2 ,5 р а за  слаш е гл ю козы  и  в  1,7 р а за  слащ е 
сахарозы . Н а  ры н ок  глю козо -ф руктозн ая  см есь  п оступ ает  обы чно в 
ви де сиропов . П р и м ен я ется  п ри  производстве тон и зи рую щ и х  напит
ков, м орож ен ого , кондитерских  и здели й , консерви рован н ы х  фруктов 
и др . Р еак тор  вы п олн ен  в ви де колонны  вы сотой  около 5 м. Фермент 
ад сорби рую т обы чно на гр ан улах  пори сты х  н еорганич еских носите
л е й  или  и о н о о б м ен н ы х  смол. Ч аст о  вм есто  им мобилизированного 
ф ерм ен та  и сп о л ьзу ю т им м оби ли зи рован н ы е клетки  микроорганиз
м ов. О д и н  к и лограм м  им м оби ли зи рован н ого  ф ерм ента за 100 суток 
р аб о ты  к атали зи рует  образован и е  д о  4 000  кг  фруктозы  (в пересчете 
н а  сухое  вещ ество). В рем я п олуи н акти вац и и  ф ерм ента равн о  50 сут
кам , через 100 суток  н еп реры вн ой  работы , когда его  активность сни
зи тся  д о  25 %  о т  исходного  уровн я, осущ ествляю т перезагрузку реак
то р а  ф ерм ентом . С хем а п роцесса и зом еризаци и  глю козы  представлен 
н а  рис. 1.10.

П роц есс  п ро тек ает  при  тем п ературе  60е, p H  8,2. Г лю козу  обыч
н о  по л у ч аю т п у тем  ги дроли за  крахм ала. С одерж ание фруктозы  в си
р о п е  н а  вы х о д е  из реак то р а  42 -  45  % . С тои м ость одного килограмма 
пр о д у кта  п ри  исп ользован и и  и м м обилизированн ого  ф ерм ента почти 
в 5 раз  ни ж е, чем  п р и  использовани и  п ериодического  процесса с рас
тв о р и м ы м  ф ерм ентом .

Р а з д е л е н и е  р а ц е м и ч е с к и х  см есей  а м и н о к и с л о т . Полученную 
х и м и ч ески м  п у тем  рац ем и ческую  см есь ац и л-Э Ь -ам инокислоты  в 
прои зводствен н ы х  услови ях п од вергаю т воздей ств и ю  ферм ента ами- 
лоацилазы , к о торая  о сущ еств ляет  отщ еп лен и е  ацильного  радикала 
ли ш ь  у  L -ам инокислоты , оставляя н еи зм енной  ацил-Э -ам инокислоту. 
L -ам и н оки слоту  отделяю т, а  раств ор  ац и л-Э -ам и н оки слоты  нагрева
ю т, п осле чего  вн овь  образуется  р ац ем и ческая  см есь. Технологиче
ский  проц есс , как  и в  ранее  р ассм отрен н ом  случае , п р отекает в  не
п реры вн ом  р еж им е. Ф ерм ен т им м обилизую т адсорбц и ей  н а  сефадек- 
се  или  заклю ч аю т в  полы е во л о кн а  тр и ац етата  целлю лозы , он  устой
чив , р еген ерац и ю  катали затора  осущ еств ляю т в  колонне п росты м  до
бавлен и ем  в  нее раствора  ф ерм ента , которы й  адсорби руется  н а  носи
тел е . В  таком  реж и м е без перезагрузки  катали затора  р еактор  работал 
более 8 лет.



Р и с . 1 .10. С хем а  уст а н о в к и  д ля  получен ия  глю козо -ф рукт озн ого  
си р о п а  н а  ф еи о лф орм альдегид ной  см о л е  [3] 

А м и н о ац и лаза  слабоч у вст ви т ель н а  к  строен и ю  боковой  цепи 
ам и н оки слоты , п о это м у  м о ж ет  б ы ть  и сп о л ьзо ван а  д л я  р азд ел ен и я  р а 
ц ем атов ш и рокого  к р у га  ам ин оки слот.

Г и д р о л и з  л а к т о з ы .  Д и сах ар и д  л ак то за  (м олочн ы й  сахар ) в  д о с 
т аточн о  б о л ьш и х  ко л и ч еств ах  со д ер ж и тся  в  м олоке. О н  характери зу 
ется  м алой  слад остью  и н и зкой  раств о р и м о стью , к  то м у  ж е  опреде
л ен н ая ч асть  н асел ен и я  н е  м о ж ет  у п отреб ля ть  м олоко  из-за  н али чи я в 
н ей  л акто зы , но  у сваи вает  б ез  ал л ер ги ч ески х  р еакц и й  б езлактозное 
м олоко. К ром е то го , ги дроли з лакто зы , сод ерж ащ ей ся в  м олочной  
сы в о р о тке  (о к о л о  5 %  в  ж и дкой  и около  75 %  в в ы суш ен н ой ) п о зво 
л яет  п олучи ть  сахари сты е веш ества  из н етрад и ц и он н ого  сы р ья  и  ог
ран и ч и вает  сброс  сы в оротки  в  водоем ы .

Л ак тазу  ф -га л а к т о з и д а зу ) , в ы д елен н ую  и з  др о ж ж ей  или  гри бов, 
и м м о б и л и зу ю т в  во л о кн а  тр и ац етата  целлю лозы . Ф ер м ен т стабилен: 
за  50 су то к  р аб оты  он  теря ет  л и ш ь 20 %  активности . М олоко  м н о го 
к ратн о  п р о х о д и т  через р еакц и о н н у ю  ко л о н н у  в п лоть  д о  достиж ен ия 
зад ан н о й  степ ен и  кон верси и . Л акто за  превращ ается  в  см есь  м о н о са
хар о в  гл ю к о зы  и  галактозы .

П о л у ч е н и е  г л ю к о з ы  и з  к р а х м а л а .  Г идролиз крахм ала  осу щ е
ств л яется  с  у ч асти ем  п оследовательн о  работаю щ и х  ф ерм ентов: а -  
ам и л азы  и глю коам и лазы . П ервы й  и з  них ги д р о л и зу ет  крахм ал до



олигосахари дов, второй  отщ епляет у  них с конца глю козу . П роцесс 
реали зован  н а  ур о вн е  пилотны х установок.

П о л у ч е н и е  г л ю к о з ы  и з  ц е л л ю л о з ы . Ф ерм ентн ы й гидролиз 
п ро и сх о д и т под  дей ств и ем  целлю лазн ого  ком п лекса , состоящ его  как 
м иним ум  из ч еты рех  ф ерм ентов, которы е п рочн о адсорби рую тся на 
целлю лозе  (автоим м обилизац ия). Э та связь сохраняется в  ход е  посте
пенной д еградац и и  субстрата. П родуктам и  этой  реакц и и  м огут быть 
гл ю ко за  или  ее см есь  с ц еллобиозой . П олучаем ы е сахара м огут  сбра
ж и в аться  дрож ж ам и  непосредственно  в  этой реакц и он н ой  системе с 
образов ан и ем  этанола. П роцесс реали зован , как  и в  случае  с ф ермен
тати вн ы м  ги д роли зом  крахм ала , н а  у ровн е  пилотн ы х  установок. На 
Зем ле еж егодн о  об разуется около 100 м иллиардов то н н  целлю лозы, 
п оэтом у  в случае реали зац и и  этой  техн ологи и  н едостатка в сы рье для 
н ее н е  будет.

В  заклю ч ение следует отм етить, ч то  ф ерм енты  представляю т 
собой  "м олекулярны е" м аш ин ы , то  есть н ан оразм ерны е системы , со 
свои м  специф ическим  м еханизм ом  каталити ческого  действия. В бу
д ущ ем  усп ехи  нанотехнологии  п озволят  кон струи ровать  и произво
д и ть  н е  встречаю щ и еся в  при роде  катали заторы  би ологического  типа, 
способны е уск орять  требуем ы е челов еку  р еакции .



Г л ав а  2. К Л Е Т О Ч Н А Я  И Н Ж Е Н Е Р И Я

2.1. Т ео р ет и ч еск и е  осн ов ы  к л ет очн ой  ииж еы срии и  гл ав н ы е
н ап р а в л ен и я  ее разв и ти я

С ельское хозяйство  и  традици онны е биотехнологии в  течение м но
гих веков и спользую т для получени я необходим ы х человеку продуктов 
способны е к  сам остоятельном у сущ ествованию  организмы  ж ивотны х, 
растений , м икробов. Н овы й этап биотехнологии связан не только  с ин
тенсиф икацией и  улучш ен ием  ее  традици онны х областей, но и  появле
н ием  принц ипиально новой технологии  - клеточной инж енерии. О бъек
там и  этой  новой биотехнологии стали культивируем ы е ткани и клетки 
вы сш их м ногоклеточны х организм ов -  растений и  ж ивотны х.

И д ея  о  во зм о ж н о сти  к у л ьти в и рован и я клеток  вн е  организм а б ы 
л а  в ы сказан а  еш е в  конце X IX  век а  в  отн ош ен и и  клеток  растений . 
О днако вп ер вы е  у д алось  вв ести  в  к у льтуры  к летки  ж ивотны х, что 
бы ло осу щ еств л ен о  в  н ач ал е  X X  века . К ульти ви ровать  растительны е 
клетки  н а  и ск у сств ен н ы х  п и тател ьн ы х  ср ед ах  и сследователям  долго  
не уд авалось . П ервы е усп ех и  в  это й  области  отн осятся  к тридцаты м  
годам , а б у р н о е  р азв и ти е  нового  н ап рав лен и я р а б о т  с клеткам и  расте 
ний и  ж и в о тн ы х  п ро и сх о д и т в  60 -70-е годы .

В аж н ы м  сво й ство м  ку л ьту р  к л ето к  растен и й  яв ляется  тотипо- 
тен тн ость , п о зво л я ю щ ая  и з  одн ой  сом ати ч еской  клетки  вы ращ ивать 
полн оц ен н ое  растен и е , а  т ак ж е  возм ож н ость  получать  п утем  слиян ия 
д вух  со м ати ч ески х  к леток  (п арасексуальн ая ги бри ди зац и я) ги бри д
но й  к летки , и з  которой  в  си л у  ее  тотн п отен тн ости  в ряде случаев уда
ется  п олучи ть  ги б ри д н ое  растение.

В аж ны м  достиж ением  клеточной инж енерии явилось получение 
специализированны х сом атических клеток с неограниченны м и способ
ностям и к делению  ("бессм ертны е” популяции). Э того удалось добиться 
путем инф ицирования сом атических клеток  ви русом  сарком ы  Р ауса или 
с  п ом ощ ью  сом атической гибридизации их с опухолевы м и клетками.

К у л ьту р ы  к леток  в к и н ети ч еско м  отн ош ен и и  в ед у т  себя подобно 
од н оклеточн ы м  о рган и зм ам  (м и кробам ), что  д ел ает  возм ож ны м  п р и 
м ен ен и е  в клето ч н о й  и н ж ен ери и  апп аратуры , подобн ой  той , которую  
тр ад и ц и о н н о  и сп ользовали  в п ром ы ш ленной  биотехнологии .

В  н асто я щ ее  в р ем я  р аб о ты  в об ласти  к леточн ой  и нж ен ерии  ве
д у тся  по  сл ед у ю щ и м  н аправлениям :

1. П олучение ценны х биологически активных вещ еств промы ш 
ленны м  способом п утем  культивирования тканей растений:



2. П рим ен ен и е  ткан евы х  и  клеточн ы х  ку л ьту р  д л я  бы строго  
клон альн ого  м и кроразм нож ения и  оздоровлен и я растений ;

3. И сп ользован и е  м етодов клегоч н ой  и ген ети ч еской  инж ен е
ри и  д л я  изм ен ен и я ген ом а к летки  и  п олучени е н а  ее  основе 
нового  растения;

4 . П олучен и е  м оноклональны х  антител.
К ром е н азванны х  нап рав лен и й  сущ ествую т и д руги е , связанны е 

такж е с клеткам и  ж и вотн ы х , н екоторы е из них находятся  н а  стадии 
л аб ораторн ы х  р азработок.

2 .2 . П р о и з в о д с т в о  п о л е з н ы х  со е д и н е н и й  с п о м о щ ь ю  к у л ь т у р ы
р а с т и т е л ь н ы х  к л е т о к

Ж и з н е н н ы й  ц и к л  к л е т к и .  С ф орм и ровавш ееся  м ногоклеточное 
р астен и е  со сто и т и з  совокуп н остей  клеток  (тканей) разли чной  спе
ц иализации . Ген ети чески  все клетки  один аковы , а их  специализация 
осущ ествляется  н а  эп и ген ети ч еском  уровн е  путем  реп ресси и  опреде
л ен н ы х  н аб оров  генов. В се д елящ и еся клетки  п роходят  клеточны й 
цикл, состоящ ий из р яд а  стадий  (ф аз) (рис. 2 .1).

Д и ф ф ерен ц и ровка  клетки  п рои сходи т через ф азу  п окоя чащ е 
всего  п о сл е  делен и я. П ри  оп ределен н ы х  у слови ях  диф ф ерен цирован
н ы е клетки  м огут  дсди ф ф ерен ц и роваться , то  есть  терять  структуры , 
н еобходи м ы е д л я  вы п олн ен и я им и  свои х  специф ических  функций, и 
в озв ращ аться  к состоян и ю  д елящ ей ся клетки . С  проц ессам и  дедиф - 
ф ерен ц и ровки  п риходится им еть  д ело  при  к ультивировани и  клеток.

Р и с . 2.1. С хем а  клет очного  г\икла: G / -  п р есин т ет ическая  ф аза; S  — 
ф аза  син т еза  Д Н К ; G? -  пост син т ет ическая  ф аза ; М -  м и 
т оз; R i  и  R-2 -  ф азы  покоя; D  -  диф ф ерен цирован ная  клет ка

s :D



К а л л у с .  О сн ов н ы м  ти п о м  к у льти в и руем ой  расти тельн ой  клетки  
яв ляется  каллусн ая клетка, в  р езультате  деления которой  возн и к ает  
клон  -  к ал лу сн ая  тк ан ь , и ли  каллус. О н  п ред став ляет  собой  один из 
т и п о в  к лето ч н о й  ди ф ф ер ен ц и р о вки , у  вы сш их растен и й  об разуется  
обы ч н о  п р и  тр ав м ах  и  ф ун кц и о н и р у ет  непродолж ительное  время. 
К аллус  защ и щ ает  п ораж ен н ое  м есто  и  накап ли в ает  питательн ы е ве
щ ества  д л я  реген ерац и и .

П ри  п о л учен и и  ку л ьти в и р у ем ы х  каллусн ы х  клеток  ф рагм енты  
тк ан ей  р азн ы х  о р ган ов  вы сш и х  р астен и й  (экспланты ) пом ещ аю т на 
и скусств ен н ую  п и т ательн ую  ср ед у  in  v itro  в п робирки , колбы , чаш ки  
П етри . П роц есс  п о л учен и я п ер в и чн ого  каллуса  и дальн ей ш его  его 
ку л ьти в и р о ван и я  тр еб у ет  строги х  стери льн ы х  услови й . Р аботу  с 
к у льтурам и  п ров одя т  в  о бы ч н ы х  м икроби ологи чески х  боксах, п р ед 
в ар и тел ьн о  облучаем ы х  ул ьтр аф и о л ето м , или в  лам инар-боксах , где 
асеп ти ка  до сти гается  п о стоя н н ой  п одачей  стерильн ого  воздуха в р а 
бочи й  объем .

К у л ьту р а  каллусн ы х  тк ан ей  в ы ращ и в ается  п ов ерхностны м  спо
со б о м  н а  п олутв ердой  агари зован н ой  среде (концентрац ия агара  0 ,6- 
1 ,0% ,), ср ед е  с п р и м ен ен и ем  др у ги х  ж ели рую щ и х  полим еров , либо на 
м ости ках  и з  ф и льтровальн ой  б ум аги , л и б о  н а  д и сках  из пен оп оли уре
тана, п огр у ж ен н ы х  в  ж и д ку ю  пи тательн ую  среду. О сновны м и ком п о
н ен там и  п и тател ьн ы х  ср ед  для культуры  к леток  и тк ан ей  растений 
я в л яю т ся  м и н еральн ы е со л и  (м акро- и м и к роэлем енты ), и сточ ник  
эн ерги и  и  у гл ер о д а  (обы чн о  сахароза  или  глю коза), ви там ины , р егу 
л яторы  ро ста  (ф и тогорм он ы  ау ксин , ц и токи нин). И ногда в состав п и 
татель н ы х  ср ед  вклю ч аю т к ом п лексн ы е о р ганические добавки  (ги д 
р о л и зат  казеи н а  или  см есь  ам и н оки слот, др о ж ж ев о й  экстракт , э кс
тр акты  и з  разн ы х  органов растений ).

К аллусн ая тк ан ь , вы ращ и в аем ая п ов ерхностны м  способом , 
п ред став ляет  со б о й  ам о р ф н у ю  м ассу  тон костен н ы х  паренхим н ы х 
клеток , н е  и м ею щ ую  строго  о п ределен н ой  ан атом и ческой  структуры . 
Ц вет м ассы  м о ж ет бы ть белы м , ж елтов аты м , зелен ы м , кр асны м , п и г
м ен ти рован н ы м  ан тои и ан ам и  п олн остью  и ли  зонально. Р азли чное 
тк ан ев о е  п р ои схож д ен и е  п ерв и чн ы х  каллусн ы х клеток  является  о д 
ной  из п р и ч и н  гетер о ген н о сти  культуры  каллусн ой  ткани.

В зав и си м о сти  о т  п р ои схож д ен и я и услови й  вы ращ ивания кал- 
л у сн ы е тк ан и  бы ваю т: 1) р ы хлы м и , сильн о  оводнен ны м и, легко  рас 
п ад аю щ и м и ся  н а  отд ел ьн ы е к летки ; 2) средней  п лотн ости , с хорош о  
в ы раж ен н ы м и  м ери стем ати чсски м и  очагам и; 3) плотн ы м и, с зонам и



редуц и рован н ого  кам би я и сосудов (в осн овн ом  трахеи п одобн ы х  
элем ен тов).

В  цикле  вы ращ и ван и я каллусн ы е к л етки  п о сл е  р я д а  делений  
проходят о бы ч н ы й  д л я  клеток  растения он тоген ез. О н и  при ступ аю т к 
р о сту  растяж ен и ем , затем  ди ф ф ерен ц и рую тся как  зрелы е каллусны е 
к летки  и , након ец , дегради рую т.

Х имический состав каллусной ткани  и  ткани органа, из которого 
она получена, как правило, различается. К аллусны е ткани, вы ращ ивае
м ы е поверхностны м способом , часто прим еняю т для сохранения в рас
тущ ем  состоянии коллекций разны х ш таммов, линий , мутантов, из них 
получаю т суспензии клеток, культивируем ы х в ж идкой питательной 
среде, д ля регенерации растений (соматический эмбриогенез).

С у с п е н з и о н н ы е  к у л ь т у р ы . К ультуры  клеток  р астен и й , вы ра
щ ив аем ы е в  ж и дк ой  п итательной  среде, обы ч н о  назы в аю т суспензи
о н ны м и. О тдельн ы е клетки , небольш ие группы  или  достаточ н о  круп
ны е агрегаты  (более 50 клеток) в ы ращ и в аю т во  взвеш ен н ом  состоя
н ии  в  ж и дкой  среде. П ри м ен яю т разн ы е аппараты  и способы  поддер
ж ан и я их  в таком  состоянии . Н ачальн ы й  м ом ен т получен и я суспен
зионной  к леточн ой  культуры  яв ляется  собы тием  рандом ическим  
(случайны м ). Э то  озн ачает, ч то  то л ьк о  клетки , по  р яд у  причин  спо
с об н ы е к  п ер естр о й ке 'м етабо л и зм а  и  разм н ож ен и ю  с вы сокой скоро
стью  в  д ан н ы х  кон кретн ы х  услови ях  сусп ен зи он н ого  культивирова
н ия, образую т "хорош ие" линии . В аж н ы м и  характери сти кам и  таких 
л и н и й  яв ляю тся вы сокая степень  дезагрегац и и  (5-10  клеток  в  группе), 
м орф ологич еская  вы равн ен н ость  клеток  (небольш ие р азм еры , сф ери
ческая или слегка овальн ая ф орм а, п лотн ая ц и топ лазм а), отсутствие 
т р ахеи п одобн ы х  элем ен тов.

К леточн ую  су спензию  п олучаю т, пом ещ ая кап лусн ую  ткань в 
колбу  с ж и дкой  п итательной  средой . Э та  сусп ен зи я перем еш ивается в 
колбах  н а  качалке  или  в  сп ец и альн ы х  сосудах  с п ом ощ ью  роллеров 
(вращ аю щ их устрой ств). Д л я  иниц и ац и и  сусп ен зи он н ой  культуры  
н еобходим о 2-3 гр ам м а свеж ей  м ассы  каллусн ой  тк ан и  н а  60-100  мл 
ж и дк ой  питательн ой  среды .

С усп ен зи он н ую  среду  м ож но получи ть  и  и з  ф рагм ен тов органа 
р астен и я (дисков зап асаю щ ей  п аренхим ы  м ясисты х корн ей  моркови, 
клубн ей  картоф еля и  д р .). О днако  это т  путь более  тр у д о ем о к  и треб у
е т  больш его  врем ен и . К летки  эксп лан та  долж ны  при это м  образовать 
п ервичны й каллус, п осле чего  п оверхностны е каллусн ы е кл етки , п о 



павш ие в  ж и д к у ю  среду  и  р азм н ож и вш и еся в  н ей , дадут  начало  л и 
н ии , сп о со б н о й  р а с ти  в  суспензии .

Р ы х лы е, о б вод н ен н ы е к у льтуры  каллусн ы х  ткан ей  более  п р и 
го д н ы  д л я  п ерев ода  в су сп ен зи ю , ч ем  структури рован н ы е, плотн ы е 
каллусы .

П ер вон ачальн о  п еред  культи в и рован и ем  сусп ен зи ю  ф ильтрую т 
через  1-2 сл о я  м ар л и , н ей л о н о в ы е или  м еталли чески е  сита, чтобы  и з
б авиться  о т  круп н ы х , п лотн ы х  ку ско в  каллусн ой  ткани , остатков экс- 
п лан та  и  о ч ен ь  круп н ы х  агр егато в  клеток . Ф ильтрован и е  р еком ен д у
ется  п ров оди ть  н есколько  раз  п ер ед  п ерев одом  к л ето к  в свеж ую  п и 
татель н у ю  среду, п о к а  н е  б у д ет  получена  сусп ен зи я с ж елательны м и 
клеточн ы м и  х арактери сти кам и . П р и  этом  след ует  п ом н и ть , что  агре- 
ги р о в ан н о сть  сусп ен зи и  зав и си т  не то л ько  от  характеристи к  началь
ной  л и н и и , н о  и  о т  у слови й  культивировани я.

В ы р ащ и ван и е  клеточн ы х  сусп ен зи й  в  ж и дкой  п итательной  сре
де и м еет  р я д  преи м ущ еств п еред  вы ращ и в ан и ем  каллусовы х тканей  
по в ер х н о стн ы м  способом . Здесь  л егче  в ли ять  н а  м етаболи зм  и  рост  
к леточн ой  п о п у л я ц и и  э к зоген н ы м и  ф акторам и . К ритери ям и  ро ста  в 
ц икле  вы р ащ и в ан и я  сл у ж и т у вел и ч ен и е  ч и сл а  клеток , их  сы рой  или  
с у х о й  м ассы . Р о сто в ая  к р и вая  им еет сходн ую  с м икробной  популяци
ей S-о б р азн у ю  форм у.

Р азли чаю т, как и  при  вы ращ и в ан и и  м икроорган и зм ов, п ерв и ч
ны й и вторичны й м етаболизм . П ерви чн ы й  м етаболизм  -  это рост 
б и ом ассы , вто р и ч н ы й  -  это  си н тез  сравн и тельн о  низком олекулярн ы х  
вещ еств: алкалои дов , терп ен ои д ов , гликозидов , п олиф енолов, п о л и 
сахари д ов , эф и рн ы х  м асел , натуральн ы х  краси телей  (пигм ентов), ан
ти кан ц ер о ген н ы х  п еп ти д ов  (и н ги б и торов  п ротеаз, ф итовирусов), ф и 
то горм он ов  и др.

Д ел ен и е  к леток , п р и в о д ящ ее  к  увели чен и ю  клеточной  массы  
(п ерви чн ы й  м етаболи зм ) и  синтез  втори чн ы х  м етаболи тов разобщ ены  
во  врем ен и . С и н тез  последн и х  в подавляю щ ем  больш инстве  случаев 
во зр астает  в ф азе  зам ед л ен н о го  ро ста  и  дости гает  м акси м ум а в ста
ц и он арн ой  ф азе. П р ави льн ое  сочетан и е  ком п он ен тов среды , д ву х 
э тап н ое  культи в и рован и е  к леток  в ср ед ах  д л я  "роста" и  д л я  "продук 
ции" м о ж ет у в ели чи ть  коли честв о  продукта  в клеточной  культуре, 
п олучен н ой  из р астен и я , сп о со б н о го  к дан н ы м  синтезам .

Т р у д н о с т и  к у л ь т и в и р о в а н и я .  К ак  и в  оп ы тах  с м и кроорган и з
м ам и , д л я  экстракц и и  полезн ы х  соеди н ен и й  из расти тельн ой  б и ом ас
сы  клетки  необходим о  разруш и ть . О д н ак о  п олучени е м ассы  расти 



тельн ы х  клеток  обходится  нам н ого  дорож е, ч ем  такого  ж е  коли чества  
бактерий  и  д рож ж ей . П оэтом у учен ы е стараю тся избеж ать  разруш е
н и я  клеток . Н аиболее практичны м  р еш ен и ем , как  д л я  осущ ествления 
п олного  биосинтеза  полезн ы х  со единений , так  и  д л я  биопревращ ений  
доступ н ы х  в ещ еств  п редставляется им м оби ли зац и я растительны х 
клеток  вн утри п ористы х полим еров . У дается п оддерж и в ать  ж изне
сп особн ы м и  таки е  клетки  в  течен ие н ескольки х сотен  дн ей . О стается 
найти  простой  способ  извлечени я синтезированны х  м етаболитов , по
скольку  он и  обы чно н е  вы деляю тся в  среду , а накап ли ваю тся в  кле
т оч н ы х  вакуолях . П о м нению  м ногих специалистов, ны н е это  являет
ся  основной  проблем ой , ослож няю щ ей  использовани е растительны х 
клеток  для прои зводства  полезн ы х  соединений .

Д р у гая  трудн ость  состои т в п олучени и  достаточ ны х  количеств 
гом оген н ого  р асти тельн ого  м атери ала  и  стаби льн ы х  ш таммов. К уль
тив и руем ы е клетки , как  правило, сохраняю т способность к  синтезу 
втори чн ы х  вещ еств, свой ствен н ы х  то м у  ви ду  растения, и з  которого 
они  и олучен ы , хотя  отм ечен ы  случаи , к огда  их  спектр  отличается от 
сп ек тр а  вещ еств в и сходном  растении . О бы чно количество  интере
сую щ и х  человека  вещ еств в  клеточной  массе ниж е, чем  в  органах це
ло го  растен и я , зап асаю щ их  их. О днако п реим ущ ества использования 
тех н ологи й  пром ы ш ленного  вы ращ и ван и я клеток  -  продуцентов 
ценны х вещ еств (н езависим ость  получен и я продукта  о т  климата, се
зон а  года, погоды , п очвенны х  услови й , возм ож ность  оптимизировать 
реж им  в ы ращ и в ан и я и  п рим енять  управлен ие  с пом ощ ью  ЭВ М ) ком
п ен си рую т болсс  н и зкую  конц ен трац и ю  этих  вещ еств в культуре и , в 
т о  ж е  врем я , заставляю т и сследователей  создавать  и  вн едрять более 
п родуктивны е ш там м ы , чем те, которы е бы ли  н епосредственно полу
чены  о т  растения.

П ервон ачальны м  важ ным услови ем  для этого  яв ляется  исполь
зование д л я  получен и я клеточны х культур  ви да  и  индивида растения 
с  вы сокой  биоси н тети ческой  способностью . О днако этого  б ы вает не
достаточ н о , и обы ч ны м  п утем  повы ш ен ия п родуктивности  клеточно
го ш там м а в  настоящ ее  врем я является  п р им енен ие м утаген еза  и се
лекц и и  н а  клеточн ом  уровн е н аи более  продуктивны х  линий .

П р о м ы ш л е н н о е  к у л ь т и в и р о в а н и е  к л е т о к .  С п особы  вы ращ и
вания, разработан н ы е в  м и кробиологии , п рим еняю тся д л я  глубинного  
культивировани я растительны х  клеток. И сп ользую тся закры ты е и от
кры ты е систем ы  в периодическом  и  п роточ ном  реж и м ах . В  закры той  
систем е п р и  периодическом  реж им е вы ращ ивания к л еточн ая масса



(и н о к у л ю м ) пом ещ ается  в  о п р ед ел ен н ы й  объем  среды . Д о  к о н ц а  в ы 
р ащ и в ан и я  си стем а о стается  зак ры той  по  всем  п ар ам етрам , кром е га
зов. В  з ак р ы то й  н еп р ер ы вн о й  ку л ьту р е  из систем ы  периодически  
у д ал яется  стар ая  питательн ая среда, а  взам ен  п о д ается  свеж ая среда 
К летки  п ри  этом  о стаю тся в си стем е  в теч ен и е  всего  ц и кл а  вы р ащ и 
ван ия. В  отк ры ты е п р о то ч н ы е к у льтуры  пери оди чески  (и ли  н еп р е
ры вн о) п о сту п ает  свеж ая пи тательн ая сред а , однако  отби рается  не 
только  стар ая  среда, н о  и  часть  урож ая к л еточн ой  м ассы . Регуляци я 
этого  п роц есса  м ож ет о су щ еств ляться  по при н ц и п у  турби достата  или 
хем остата  (см . гл. 6 ), о д н ако  п р и  глуби н н ом  вы р ащ ивании  р асти тел ь 
н ы х  к л ето к  п ри н ц и п  тур б и д о стат а  практи ч ески  н е  прим еняется. О д 
н о й  и з  п р и ч и н  этого  о б сто ятел ьства  яв ляется  р азруш ен и е  части  кле
то к  п ри  отв оде  и х  к  оп ти ческом у  д атчи ку  (турбидим етру).

В ы ращ и ван и е  сусп ен зи и  клеток  р астен и й  в  устан овках  неп ре
р ы в н ого  к у л ьти в и рован и я п о  п р и н ц и п у  хем остата  п рим еняется как 
д л я  и зу ч ен и я  м етаб о л и зм а клеток , стаб и льн о  поддерж и ваю щ и хся в 
разн ы х  ф азах  клеточн ого  ц икла , так  и  при  п ром ы ш ленном  вы ращ ива
н и и  клето ч н о й  м ассы  с ц ел ью  п о л учен и я экон ом и чески  важ ны х  про
д уктов . О д н ако  п ока  наи более  изучен н ы м  и расп ространен ны м  р е 
ж и м ом  гл у б и н н ого  к у льти в и рован и я к леточн ы х  суспензий  является  
зак ры тая п ер и од и ческая  культура.

П р ак ти ч еск и е резул ьтат ы . С о в рем ен н ы м и  м етодам и  м утаге
н еза и  сел екц и и  отеч ествен н ы м и  уч ен ы м и  получены  клеточны е л и 
нии р аувольф и и  зм еи н ой  -  п родуц ен та  индольны х  алк алои дов , со 
дер ж ащ его  в 10 р аз  бо л ьш е ц ен н ого  д л я  м еди ц и н ы  анти аритм ическо- 
го  ал кало и да  ай м али н а , и д и о ско р еи  дельтови дн ой , п родуцирую щ ие 
вп олн е  со п о став и м ы е с к орн еви щ ем  целого  р астен и я коли чества  ди- 
о сгенина, исп ользуем ого  в  качеств е  сы рья для си н т еза  горм ональны х 
преп аратов . Т ак  ж е  п олучен  ш там м  клеток  руты  душ и стой , содерж а
щ ей  в 20  раз больш е ал кало и да  рутакри дон а , чем  растение. В  п ро
м ы ш лен н ом  м асш таб е  по л у ч аю т клеточную  м ассу  корн я ж еньш еня, 
корн еви щ а р ад и олы  р о зовой , вороб ей н и ка  (продуцент ш и кони на), та 
бака  (п родуц ен т уби хи н он а , и л и  к оф ерм ен та  Q).

К летки  таб ак а  культи ви ровали  в  апп арате  объем ом  20  ООО л  при 
н еп реры вн ом  реж и м е  р аб оты  в теч ен и е  3 м есяц ев (Я пония). П родук 
ти в н о сть  к у льтуры  состав и ла  5 ,6  г /л  в  сутки  сухой  массы  клеток  (б о 
лее  100 к г  в  сутки  с аппарата).

Д л я  со зд ан и я р ен табельн ы х  пром ы ш лен н ы х  клеточны х  тех н о 
ло ги й  важ н ы  не то л ько  м утан ты , обладаю щ и е вы сокой  биоеинтети-



ческой  способностью , но и линии , растущ ие на п росты х  питательн ы х  
средах , устой ч и вы е к  о см оти ч еском у  и м ехан и ческом у  стрессу . Т акие 
л и н и и  для р я д а  р астен и й  созданы .

П олучен и е  м утантны х  клеточн ы х  л и н и й  м етодам и  класси ческой  
м икробиологической  генетики  доп олн яется  создан и ем  продуктивны х 
ш там м ов п утем  гибри ди зац и и  сом ати ч ески х  клеток , а  такж е путем  
п ерен оса  ин ди в и дуальн ы х  генов , определяю щ и х  втори чн ы й  м етабо
лизм  (м етод  теистической  инж ен ерии).

П ром ы ш лен н ое  вы р ащ ивание клеточн ы х  м асс перспективно не 
тольк о  для получен и я вещ еств, иден ти чн ы х  продуктам  сам их расте
н ий , но  и  д л я  п оиска новы х акти вн ы х  вещ еств, возм ож но с принци
п иально  и ны м  ти п ом  дей ств и я, чем  уж е известн ы е продукты  расте
ний. Б ольш ой  интерес  п ред став ляет  возм ож ность  использовани я ак
ти в н о го  ф ерм ен тати вн ого  ап п ар ата  расти тельн ой  клетки  д л я  био
тран сф орм ац и и  х и м и ч еск и х  соеди н ен и й . Н априм ер , сусп ен зи я клеток 
н ап ерстян ки  д уш и стой  о сущ еств ляет  тран сф орм ац и ю  сердечного 
гли кози д а  д и готокси н а  в  более  акти вн ую  и у добн ую  для медицины  
ф орм у  -  дигокси н , или  биотран сф орм ац и я сусп ен зи ей  клеток  мяты 
п еречной  п у л его н а  и  м ен тон а  в  конечн ы й  п родукт  -  м ентол .

В  п ослед н и е  д есяти лети я проводятся  б ольш и е р аб о ты  по куль
ти в и ров ан и ю  каллусн ы х  культур  м н огоклеточн ы х  м орски х  водорос
л ей . П оследн и е  ш и рок о  исп ользую тся как п родукт  питан и я, в  корм 
скоту , в качеств е  удобрения, д л я  получен и я йода , ценны х вещ еств 
(агар -агара  и други х  ж елати рую щ и х  продуктов , ш естиатом ного  сп и р
та  м анн и та , кровезам ен и телей  и  т.д .). О бщ ая до б ы ч а  м орски х  водо
рослей  в м ире д о сти гл а  3 млн. тон н  в  год , и з  н и х  болсс  2 /3 вы ращ ива
ется  в хозяй ств е  м арикультуры , п рич ем  п ри б ли зи тельн о  половина 
п ри ходи тся  н а  К итай .

В М Г У  в 8 0 -х  годах  бы ло исследован о  23 ви да  красны х , буры х  и 
зелен ы х  м акроф и тн ы х  водорослей  и з  бассей н ов Ч ерн ого , Б елого, 
Б алтийского  и  Я понского  м орей  с целью  оп ределен и я возм ож ности 
п олучени я к аллусн ы х и в  п ерспективе сусп ен зи он н ы х  культур . А на
логичны е р аб о ты  ведутся  и  в други х  странах.



2.3 . К л о н а л ь н о е  м и к р о р а з м н о ж е н и е  и  о з д о р о в л е н и е  р а с т е н и й
2 .3 .1 . К л о н а л ь н о е  м и к р о р а з м к о ж е н и е

С у щ н о с т ь  и  д о с т о и н с т в а  м етод а . Т ерм ином  клональное м икро
разм н ож ение назы ваю т бесполое разм нож ение растений в культуре тка
ней и клеток, при  котором  возникш и е ф орм ы  растений генетически 
идентичны  исходном у экземпляру. В  основе микроразмнож ения леж ит 
использование уникальной способности  растительной клетки реализо
вать присущ ую  ей тотипотентность п од  влиянием  экспериментальны х 
воздействий и  дать начало  целом у растительном у организму.

Э то т  м ето д  п о зво л я ет  за  коротки й  срок  п о л у ч и ть  б ольш ое к о л и 
чество  о д н ород н ого  п о сад о ч н о го  м атер и ал а  р астен и й . К оэф ф иц иент 
м и кроразм н ож ен и я д о сти гает  105-1 0 7 р астен и й  в  год , что  в несколько  
ты сяч  раз  больш е, ч ем  п ри  и сп ользован и и  тр ад и ц и о н н ы х  м етод ов  ве
гетати вн ого  р азм н ож ен и я. Т ак , и з  од н о го  р астен и я зем ляник и , х р и 
зан тем ы , р о зы  п р и  разм н о ж ен и и  их  п осредств ом  к у льтуры  тканей  
м ож н о  п о лучи ть  в го д  свы ш е м и л л и о н а  р астений .

К л о н ал ьн о е  м и кроразм н ож ен и е  значи тельн о  уск о р яет  селекц и
онны й п р оц есс , в 4-5 р аз  со кращ ая сроки  получен и я тов арн ой  п ро
д у кции . Ч р езвы ч ай н о  важ н о , ч то  при  р азм н ож ен и и  растен и й  в куль
туре  тк ан ей  п р о и сх о д и т  их  осво б о ж д ен и е  о т  патоген н ы х  м икроорга
н изм ов и  во  м н оги х  слу ч аев  о т  ви русов. О здоровлен и е  п осадочного  
м атери ала  зн ачи тельн о  у л у ч ш а е т  качество  продукц и и , увели чивает 
урож ай н ость . Н есо м н ен н о е  зн ачен и е  и м еет  одн ородн ость  растений , 
получаем ы х  в  к у л ьту р е  тканей .

П ри  м и кр о р азм н о ж ен и и  эко н о м я тся  площ ади  теп ли ц , зан яты х  
под  м аточн ы е р астения . Т ы ся ч и  р азм н ож ен н ы х  растен и й  легко  р аз 
м ещ аю тся н а  неб о л ьш и х  п лощ ад я х  клим ати чески х  кам ер. В  культуре 
тканей  м ож н о  п оддерж и в ать  р о ст  р астен и й  круглы й  год , что  важ но 
д л я  р астен и й , им ею щ и х  в ц икле своего  р азв и ти я  периоды  покоя. П ри 
вы ращ и в ан и и  растен и й  с д ли тельн ой  ю в ен и льн ой  ф азой  м ож н о  д о 
б и ться  уск о р ен н о го  п ер ех о д а  от  н ее к  реп родукти в н ой  ф азе развити я. 
И, нак он ец , м етод ом  к у льтуры  тк ан ей  у дается  р азм н ож ать  растения , 
которы е со всем  н е  р азм н о ж аю тся  вегетативно .

М е т о д ы  к л о н а л ь н о г о  м и к р о р а з м н о ж е н и я .  В се работы  по 
кл о н ал ьн о м у  м и к р о р азм н о ж ен и ю  р астен и й  вы п олн я ю т в  стерильн ы х 
у слови ях.

Р азли ч аю т  н еск о л ько  м ето д о в  к л о н альн ого  м икроразм нож ения.
1. И н д у кц и я  р азв и ти я п а з у ш н ы х  м е р и с т е м , при  которой наибо

лее  п о л н о  о б есп еч и в ается  ген ети ч еская  и денти чность  разм н ож аем ы х



растен и й  и роди тельски х  ф орм . С уть  этого  м етода  со сто и т в то м , что 
верхуш ку  п об ега  р азм н ож аем ого  р астен и я п ом ещ аю т на п итательную  
среду , сод ерж ащ ую  ф итогорм он  кинетин . Ч ерез  н еск олько  недель 
ф орм ируется  вегетативны й п обег, н есущ и й у  о сн ов ан и я ли стья . В  ос
н ов ан и и  п о б ега  р азвивается  каллус  и  д и ф ф ерен ц и рую тся корни. В 
п азухах  л и стьев  заклады ваю тся п очки . К ак  правило, вн есен и е  в среду 
кин ети н а  вы зы вает пробуж ден и е  и бы строе разв и ти е  боковы х  почек, 
которы е об р азу ю т пазуш н ы е побеги  вторового  и третьего  порядков. 
П ри  изоляц и и  и п ерен осе  этих  побегов н а  среду , содерж ащ ую  те  же 
кон ц ен трац и и  кинети н а , н аблю дается  повторен и е  п роц есса  активации 
пазуш ны х  почек . Т ак  р азм н ож аю т м алину , ви ш н и , сливы , яблони, 
ви н оград , р о зы  и др . П ри  этом  и з  о д н о й  стерильн о  полученн ой  вер
хуш ки  п обега, по  закону  геом етри ч еской  п рогрессии , м ож но полу
ч и т ь  несколько  ты сяч  р астен и й  в  год.

2. П р о л и ф е р а ц и я  к а л л у с а  и  последую щ ая реген ерац и я из него 
р астения . П рин ц и п и альн о  отли ч ается  от  рассм отрен н ого  вы ш е спо
со б а  тем , ч то  здесь  п оявляется  возм ож н ость  м утаци и  геном а. В осно
в е  этого  м етода м икроразм н ож ен и я л еж и т  использовани е способно
сти  клеток  эксп лан та , и зо ли рован н ого  из растения и п ом ещ енн ого  на 
пи тательн ую  среду , д еди ф ф ерен ц и роваться .

К аллусн ы е клетки  активно дел ятся , разм н ож аю тся и  при  опре
д елен н ы х  услови ях  м огут  перей ти  к  о рган и зован н ом у  ро сту  и  ф орм и
рован и ю  побегов. О сн овн ы м  услови ем , оп р ед ел яю щ и м  п ереход  от 
проли ф ерац и и  каллуса  к  органогенезу , яв ляется  соотнош ение  горм о
н ов в  питательн ой  среде. П ри  в ы соком  соотн ош ен и и  экзогенны х  гор
м он ов  цитоки н и н /аук си н  п рои сходи т образован и е  побегов, при  низ
ком  -  и н дуц и руется  корнеобразован и с , а при  средн ем  происходит 
пролиф ерац ия каллуса. Э та  законом ерность , вп ервы е установленная 
С к угом  и М иллером , л егл а  в осн ов у  регуляц и и  м икроразм нож ения 
растен и й  через  к у льтуру  каллусн ы х  клеток  (хотя и з  этого  правила 
есть  отдельн ы е и склю чени я).

К аллусн ы е к летки  м ож н о  н еопределенно  дол го  вы ращ ивать в 
услови ях  in  v itro , пери оди чески  пересаж и вая их на свеж ую  питатель
н ую  среду , но  п ри  этом  в о зн и к аю т явлен и я, неж елательн ы е при  мик
роразм н ож ении: изм ен ен и е  п лоидности  культи ви руем ы х  клеток; 
структурн ы е п ер естрой ки  хром осом  и  накопление  ген н ы х  мутаций; 
п отеря м орф огенетического  потен циала  культи в и руем ы м и  клеткам и. 
Д ли тельн ое  культи ви рован и е  их у сугубляет  эти  изм ен ен и я, поэтом у 
период  неорганизованн ого  ро ста  при  м икроразм н ож ен и и  долж ен



бы ть  свед ен  к  м и н и м ум у . С н и ж ен и е  м о рф оген ети ческого  п отен ц и ала  
ку л ьти в и р у ем ы х  к леток  зав и си т о т  ви довой  п р и н ад леж н ости  расте 
ния. Т ак , если  кал лу с  б о л ьш и н ства  злаков ы х  растен и й  тер я ет  сп особ 
ность к м о р ф о ген езу  в  теч ен и е  перв ы х  нескольки х  м есяц ев , т о  каллус 
таб ака  сох р ан яет  сп о со б н о сть  к ф орм и ров ан и ю  о р ган ов  в теч ен и е  ч е 
ты рех  лет.

3. О б разов ан и е  п ри д аточ н ы х  п об егов  н е п о с р ед с т в е н н о  и з  экс-  
п л а н т а .  Э т о т  м ето д  м и кро р азм н о ж ен и я  осн ован  н а  способн ости  и зо 
л и ров ан н ы х  ч астей  растен и й  п ри  бл аго п р и ятн ы х  усл о ви ях  восстан ав
л ивать  н ед о стаю щ и е о р ган ы  и тк ан и  и  так и м  образом  реген ери ровать  
ц елое  р астен и е . П роц есс  яв л яется  след стви ем  наруш ен и я корреляций  
м еж ду о р ган ам и  цел о го  р астен и я  и  п ред став ляет  собой  п рим ер  к ом 
п ен сац и он н ы х  к орреляц и й , при  ко то р ы х  восстан авли в ается  н аруш ен 
ное р авн о веси е  в  орган и зм е . Э то  н аи б о л ее  р асп ростран ен н ы й  ти п  р е 
ген ерац и и  у  в ы сш и х  растен и й , п о лож ен н ы й  в  осн ов у  тради ц и он н ы х  
м етодов в егетати в н ого  разм н о ж ен и я  в  культуре  к леток  и  тканей. 
П очти  лю б ы е  о р ган ы  и  тк ан и  растен и я  м ож н о  использовать  в  к ач ест
ве эксп лап та , если  и х  у д ается  п олучи ть  свободн ы м и  о т  и нф екци и .

В  зав и си м о сти  о т  то го , и з  каки х  уч астко в  растен и я  берется 
эксплант, п ри  и сп о л ьзо ван и и  д ан н о го  м ето д а  и м ею т м есто  д ва  п р и н 
ц и п и альн о  разл и ч н ы х  яв лен и я: возн и кн овен и е  почек  и з  сущ еств ую 
щ и х  м ер и стем  и ли  р ед и ф ф ерен ц и ац и я сп ец и али зи ров ан н ы х  клеток, 
о б разов ан и е  м ери стем ат и ч еск и х  о чагов и д и ф ф ерен ц и ац и я стеблевы х  
почек .

Э т и м  м етод ом  разм н о ж аю т н а  п и тательн ы х  средах  в  пробирках  
таки е  растен и я  как  б его н и я , к алан хоэ, ф иалки , петун ия, цикорий, 
ц иклам ены  и  др.

4. С о м а т и ч е с к и й  э м б р и о ген ез. Э то т  ти п  клон альн ого  м и к р о 
р азм н ож ен и я х ар ак тер и зу ется  тем , ч т о  зароды ш еп одобн ы е структуры  
(сом ати ч ески е  зар о д ы ш и  -• э м бри ои ды ) разв и в аю тся асексуальн о вне 
зароды ш евого  м еш к а  из со м ати ч ески х  клеток  культи ви руем ы х  тка
н ей  п у тем , нап ом и н аю щ и м  норм альн ы й  зиготи чсск и й  эм бри оген ез. 
С ом ати ч ески е  клетки  к у льти в и руем ы х  ткан ей  э ксп лан та  и  каллуса  
при оп ред ел ен н ы х  у сл о ви ях  сти м уля ц и и  п рев ращ аю тся в  зи готоп о
д обн ы е клетки , д аю щ и е  начало  зароды ш еобразн ы м  структурам .

П ервое  оп и сан и е  со м ати ч еско го  эм бри оген еза  относи тся к  куль
туре  кал лу сн ы х  клеток  м оркови , в  которы х  н аб лю д али сь  гл о б у л яр 
ны е, серд ц еви д н ы е, то рп ед ов и д н ы е стади и  разви ти я сом атич еского  
зароды ш а. Н еск о л ько  п озд н ее  бы л  оп и сан  сом ати ч ески й  эм бри оген ез



в  су сп ен зи он н ой  ку л ьту р е  клеток  м оркови . В настоящ ее  врем я сом а
ти ч ески й  эм бр и о ген ез  используется  как  один  и з  м ето д о в  клонального  
м икроразм нож ения растений . О н  леж и т в осн о в е  м и кроразм нож ения 
б о л ьш и н ства  р астен и й  из сем ей ств о р хи д н ы х  и  цитрусовы х . И ндук
ция сом ати ч еского  эм бри оген еза  осущ ествляется  с п о м ощ ью  разли ч
н ы х  р егуляторов р о ста , п реж де всего  ф и тогорм онов.

2.3.2. О зд ор ов л ен и е растений
П р акти чески  в се  к у льтурн ы е р астен и я пораж аю тся ви русам и . В 

настоящ ее  вр ем я  о п и сан о  более  600  ф итоп атоген н ы х  ви русов, причем  
их  сп и сок  п остоян н о  пополняется . О ни  н е  опасны  для человека, но 
наносят б ольш ой  у щ ер б  сельском у  хозяйству . О собенно  сильн о  за
р аж ен ы  ви русам и  те  сельскохозяй ствен н ы е культуры , которы е раз
м н ож аю тся вегетати вн ы м  п у тем  (клубн ям и , ч еренкам и , луковицам и). 
П осевы  кар то ф ел я  пов сем естн о  п ораж ен ы  ф итовирусам и: в се  клубни, 
п отребляем ы е нам и , весь  товарны й и  п очти  весь  сем ен н ой  картофель 
содерж и т ви русы . И звестн о  около  2 0  разн ы х  ви русов, пораж аю щ их 
р астен и я картоф еля . Е ж егодн ы й  ущ ерб , н ан оси м ы й  то л ьк о  вирусами 
картоф еля , д о сти гает  25-50  %  урож ая . П ом и м о  прям ого  сниж ения 
урож ая , ви русн ы е ин ф екц и и  н ередко  зн ачи тельн о  у х у д ш аю т его ка
чество.

В  о сн ов е  безви русн ого  р астен и ев од ств а  л еж и т  оздоровление 
сортов культурны х  р астен и й  м етод ам и  культуры  ткан ей  с целью  по
луч ен и я  и сход н ого  безв и русн ого  м атериала, у ск орен н ое  разм нож ение 
посадочн ого  м атери ала  ч еренкован ием  в  теп л и ч н ы х  услови ях.

В  1949 г. б ы ло  устан ов лен о , что  ап икальная м ери стем а (не
б ольш ой  у ч асток  не более  0,1 мм , располож ен н ы й  н а  к он чи к е  стебля 
и  состоящ ий  и з  неди ф ф ерен ц и рован н ы х  клеток , которы й постоянно 
р астет  и образует  о р ган ы  растен и я ) п р актич ески  не со д ер ж и т ви ру
сов. В  1952 г. М орелю  и  М ар тен у  (Ф ран ц и я) уд ал о сь  получи ть  безви- 
р усн ы с георги н ы  из зараж ен н ы х  растений . С орт кар то ф ел я  бель-де- 
ф онтанэ, которы й п р актич ески  исчез  в резу л ьт ате  зараж ен и я ви ру
сом , бы л возрож ден  из здоровой  м еристем ы , вы делен н ой  и з  зараж ен
ного  растен и я и культивируем ой  in vitro.

Э ти н аблю ден и я и  эксп ери м ен ты  и легли  в  осн о в у  о здоровления 
растений . В настоящ ее  вр ем я  предлож ен ы  и освоен ы  изящ н ы е м ето 
ды  культи в и рован и я тк ан и  и вы ращ и ван и я растен и й  и з  верхуш ечной  
м ер истем ы , позволяю ш ие получать здоровы е р астен и я -  регенераты  
и з  и сходны х зараж ен н ы х  р астений .



О дн о вр ем ен н о  в ед утся  р аб о ты  по  ди агн о сти к е  ви русов, разр а 
ботке н о в ы х  м ето д о в  борьбы  с  ф итови русам и , вклю ч ая м етоды  ген е 
ти ч еско й  и н ж ен ер и и  (в в ед ен и е  в ген о м  р астен и я генов, ко н тр о л и 
рую щ и х  у сто й ч и во сть  растен и я  к  ви русам ).

2.4. П р отоп л асты  р а сти тел ь н ы х  к л еток  к ак  объ ек т
б и о л оги ч еск ого  к он стр уи р ов ан и я

2.4.1.П р отоп л асты
П р отоп ласт  р асти тел ьн о й  к летки  п ред став ляет  собой  п о -сути  

расти тельн ую  клетку , л и ш ен н у ю  клеточн ой  стенки . С н аруж и  он  ог
ран и ч ен  м ем б ран ой  (п лазм алем м ой ), содерж и т вн утри клеточн ы е ор
ганоиды , х ар актери зуется  структурн ой  ц елостн остью  и сп особн остью  
осущ еств лять  акти в н ы й  м етаболизм .

В  р асти тел ьн о й  к л етке  п р о то п л аст  в ы яв ляется  как  м о р ф ологи 
чески  о б особ лен н ое  о б разов ан и е  при  п л азм оли зе. П лазм оли з -  это  
отделен и е  п р и стен очн ого  сл о я  ци топ лазм ы  о т  твердой  оболочки  рас
ти тельной  клетки . Е го  м о ж н о  н аб л ю д ать  п од  м и кроскопом , если  по 
м ести ть  к усочек  р асти тел ьн о й  ткан и  в  раствор  б о л ее  кон ц ен три ро
ван ны й, ч е м  вак уолярн ы й  сок . В  этом  случае  б у д ет  п роисходить от
ток  воды  и з  к л етки , так  к ак  к леточн ая стен ка  легко  прон и ц аем а для 
воды . О д н ако  он а  д остаточ н о  ж естка  и м ало  м ен яет  ф орм у  при  оттоке 
воды  и з  клетки . П р отоп ласт  ж е , тер я я  воду, сокращ ается  в объем е и 
отделяется  от  клеточн ы х  стен ок . П ри  этом  он  остается  ж изн есп особ 
ны м. В  н ати вн о й  тк ан и  ц и то п л азм а  всех  к леток  свя зан а  п ротоп лазм а- 
ти ч ески м и  тя ж ам и  (п л азм ад есм ам и ), к оторы е п роходят  через  п о р ы  в 
клеточны х  стенках . П л азм о л и з разр у ш ает  эту  связь.

П о л у ч е н и е  п р о т о п л а с т о в .  С ущ ествую т м еханический  и э н зи 
м ати ч ески й  м етоды  получен и я протоп ластов из р асти тельн ы х  клеток.

М ехан и ч еск и й  м етод  бы л  п редлож ен  в  1892 г. С уть  его  состои т  
в том , что  ткан ь  вы д ер ж и в аю т в  к он ц ен три рован н ом  (0,1 М ) растворе  
сахарозы , в сл ед ств и е  чего  п ро и сх о д и т п лазм оли з. З атем  тк ан ь  разр е 
заю т б ри тв ой , и п ротоп ласты  из разрезан н ы х  клеток  вы ходят в рас 
твор . Э т о т  м етод  и м еет  р яд  о гр ан и ч ен и й  и  в  н астоя щ ее  врем я зам ен ен  
энзи м атическим .

В  э н зи м ати ческом  м ето д е  д л я  уд ал ен и я  к леточн ой  стенки  и с
по л ьзу ю тся  ф ерм ен тати в н ы е преп араты  трех  ти п ов -  целлю лазы , ге- 
м и ц ел л ю л азы  и пектиназы . И х дей ств и е  н ап рав лен о  н а  разруш ен и е  
о сн о в н ы х  к о м п он ен тов  клеточн ой  стенки  -  целлю лозы , гем и ц ел л ю 
л о зы  и п ек ти н о в ы х  вещ еств. Ц еллю лозн ы е м олекулы , собранны е в



м икроф и бри ллы , ф орм и рую т ры хлы й , н о  пр о ч н ы й  стр у кту р н ы й  ос
тов , которы й  п огруж ен  в  ам орф ны й м атри кс  из гем и ц ел л ю л о з, пекти
н ов ы х  вещ еств и  белков . В  клетках  разн ы х  ти п о в  тк ан и  соотнош ение 
эти х  к о м п он ен тов  разн ое, п оэтом у  и  соотн ош ен и е  в  ак ти в н ости  ф ер
м ен тов ко м п л екса  п ри  ги дроли зе  к леточн ой  стенки  в  каж дом  кон
кретном  случае  д олж н о  бы ть свое.

О чен ь  важ н ы м  ф актором  д л я  у сп еш н ого  вы д елен и я ж изнеспо
соб н ы х , н ати вн ы х  п ротоп ластов яв ляется  подбор  осм отич еского  ста
би л и зато р а  (сахара , и н огд а  и о н н ы е осм оти ки  -  растворы  СаС12, 
N a2H P 0 4, КС1, кон ц ен трац и я 0 ,3 -0 ,8  м оль/л ), защ ищ аю щ его лиш ен
ны й клеточной  стен к и  п ротоп ласт  о т  осм отич еского  разруш ения. 
Д р уги е  услови я: p H  5 ,4-6 ,2 ; и зо л яц и я протоп ластов о т  света  или  ра
б о т а  п р и  слабом  свете; тем п ература  -  сп ец и ф и чн ая д л я  конкретной 
ткани .

П осле  энзи м ати ческой  обработки  ткан и  из н сс с помощ ью  
ф и льтрац и и  и  п оследую щ его  осади тельн ого  или  ф лотационного  цен
тр и ф уги рован и я вы д ел яю т протоп ласты .

Д л я  п о л учен и я п ротоп ластов к ром е тканей  растен и й  ш ироко ис
по л ьзу ю т клеточны е сусп ен зи и  и  каллусн ы е культуры .

П ротоп ласты  ку л ьти в и р у ю т в  ж и дки х  кап лях , в чаш ках  П етри с 
агари зован н ой  питательн ой  сред ой  и л и  в  специальны х  сосудах.

С разу  после у д ален и я р аств ора  ф ерм ен тов  у  протоп ластов на
ч ин ается  о б разов ан и е  клеточной  стен к и . Э то т  процесс  стим улирует 
д об авлен и е  в пи тательн ую  среду  сахаров, ксилозы , рибозы . Д ля ин
д укц и и  дел ен и я  п ротоп ластов  в  среду  до б авл яю т ф итогорм оны . Воз
м ож н ость  р еген ерац и и  р астен и й  из п ротоп ластов  (с пом ощ ью  эм- 
б р и ои дов или  через р азв и ти е  к аллуса  с д ал ьн ей ш ей  и н д укц и ей  м ор
ф оген еза) сви детельствует  об  их  тотип отен тн ости .

2 .4 .2 . Б и ол оги ческ ое  к он стр уи р ован и е
С о м а т и ч е с к а я  ги б р и д и за ц и я .  И золи рован н ы е протоп ласты  за 

то  врем я , пока  о н и  н е  о бразую т клеточной  стен ки , м огут  спонтанно 
сли в аться  м еж ду  собой . Ч тоб ы  п ов ы си ть  ч асто ту  слиян ий , и спользу
ю т  разли чны е агенты  хи м и ч еск о й  и л и  ф изи ческой  природы . И з хи
м ически х  аген тов  для адгези и  (слипания) и слиян ия протоп ластов 
часто  исп ользую т п оли в и н и лов ы й  сп и рт (П В С ) и л и  п олиэтиленгли- 
коль (П Э Г ). Н едостаток  этой  тех н и ки  со сто и т в  том , что  о д н оврем ен 
н о  п о лучи ть  б ольш ое коли чество  сливш ихся к леток  о ч ен ь  трудно. 
Разработан  ф изи чески й  м етод , п р и  котором  в качеств е  и н д уктора



сли ян и я п р о то п л асто в  и сп о л ьзу ю т им пульсы  электри ческого  тока. 
Э то т  м ето д  п р и м ен я ю т  д л я  сли ян и я разн ы х  протоп ластов, ж и вотн ы х  
клеток  и  л и посом .

Р азраб отка  сп особов и н д укц и и  сли ян и я п ротоп ластов  вм есте  с 
развити ем  тех н и ки  к у л ьти в и рован и я к леток  in v itro ,  д аю щ ей  в озм ож 
ность  получен и я и зо л и р о ван н ы х  протоп ластов, их  культи в и рован и я и 
об разов ан и я к аллуса , а  в  дал ьн ей ш ем  целого  р астения , сф орм и ровало  
новы й, очен ь  и н тересн ы й  и  персп екти в н ы й  м етод  ги бри ди зац и и  рас 
тени й  -  парасексуальн ую  (н еп олов ую ), или  со м ати ч еску ю  ги б р и д и 
зацию .

С у щ н о сть  этого  сп особа  ги б р и д и зац и и  заклю ч ается  в том , ч то  в 
качеств е  р о д и тел ьск и х  и сп о л ьзу ю т н е  п олов ы е к летки  (гам еты ), а 
клетки  т ел а  (сом ы ) р астен и й , и з  ко то р ы х  и зо л и р у ю т протоп ласты . В 
отли ч и е  от  полового  ск рещ и в ан и я, где  им еет м есто  односторонн ее 
и склю чени е протоп лазм ы  (м у ж ски е  гам еты ), п ри  сом ати ч еск ой  ги б 
ри д и зац и и  в  о б р азо в авш ем ся  ги б р и д е  оба  п артн ера и м ею т более  или 
м ене равн ы й  ц и т оп лазм ати чески й  статус. В  б ольш и н стве  и ссл ед о ва
н ий  сл и ян и е  п ротоп ластов в ы сш и х  р астен и й  п р и в о д и т к об разованию  
гибри да , л и б о  ии бри да . Ц и б р и д н о е  р астен и е  содерж и т ц итоплазм у  
обоих  пар тн ер о в , а яд р о го  -  одн ого . Э т о  п рои сходи т в том  случае, ес 
л и  после сли ян и я п ротоп ластов н е  п рои сход и т с ли ян и е  яд ер  и  одно из 
н и х  деген ери рует .

Г и б р и д и зац и я  с п о м о щ ью  сли ян и я сом ати ч ески х  к леток  (п р о то 
п ластов) р астен и й  яв л яется  при ем ом , сход н ы м  с разработан н ой  зн а
чительно р ан ьш е ги б р и д и зац и ей  сом ати ч ески х  к леток  ж ивотны х. 
И м еется , о д н ако , од н о  п р и н ц и п и альн ое  разли чие: м етод  ги б ри д и за
ц ии  со м ати ч ески х  клеток  ж и в о тн ы х  п озволяет  получать  ги бридную  
к летк у  (ги б р и д о м у ), а  ги б р и д и зац и я  п ротоп ластов  в п оследую щ ем  
дает  в о зм ож н ость  п о л у ч и ть  ги б ри д н ое  р астение.

Д о  п о сл ед н его  врем ен и  ген ети ки , и  селекц и он еры  обладали  
еди н ств ен н ы м  и н струм ен том  кон струи рован и я н овы х р астен и й  -  
сп особом  при родн ого  п о л о в о го  скрещ ивания. О н о  п ред став ляет  со 
бой строго  р егл ам ен ти р о в ан н у ю  си стем у  ги бри ди зац и и , гд е  в к ач ест
ве ро д и тел ьски х  ф о р м  м ож н о  и сп ользовать  ли ш ь  определен н ы е ор га 
н изм ы  в  оп ределен н ы х  сочетан иях .

П ар асексу ал ьн ая  ги б р и д и зац и я  п озволяет:
1. С кр ещ и в ать  ф и л о ген ети чески  отдален н ы е в и д а  о рганизм ов, 

к оторы е н ев озм ож н о  скрести ть  обы ч ны м  полов ы м  п у тем  (наприм ер , 
п олучены  со м ати ч ески е  ги б ри д н ы е клетки  м еж ду п ротоп ластам и  рас 



тен и й  и  ж и вотн ы м и  клеткам и  или  м еж ду п ротоп ластам и  вы сш и х  р ас 
тен и й  и  водорослей).

2. П олучать  асим м етри ч н ы е ги б ри д ы , н есущ и е весь  ген н ы й  н а
б о р  одного  и з  роди телей  и несколько  хром осом  другого .

3. С оздать  си стем у  гибри ди зац и и , вк лю ч аю щ ую  одноврем енн ое 
слиян ие тр ех  и  более  р од и тельски х  клеток .

4. П олучать растения, гетерозиготны е п о  внеядерны м генам , и  т.д.
С  м ом ен та  п ерв ого  сооб щ ен и я о гибри ди зац и и  растен и й  Табаков

п у тем  сли ян и я со м атич еских  клеток  (1972  г .) п оя ви лось  б ольш ое к о 
ли чество  раб от  по вн утри в и довой , м еж в и д овой , м еж три бн ой  и  меж- 
сем ей н ой  гибри ди зац и и . М етоди ки  ги бри ди зац и и  отработан ы  п рим е
ни тельн о  к  сем ей ств ам  пасленовы х  (табак , картоф ель, том ат), кресто
ц ветны х, зон ти чн ы х  (м орк овь) и  д р . Д л я  п ракти ч еск ой  селекции 
сельскохозяй ствен н ы х  р астен и й  ги бри ди зац и я м еж ду очень далеким и 
ви дам и  п ред став ляет  п отен ц и альн ы й  ин терес  главн ы м  образом  как 
средство  п ер ен о са  н ебольш ого  к о ли честв а  ген н о го  м атериала от  од
ного  ви да  д р у го м у  (аси м м етри ч н ы е гибриды ).

Б о льш ой  интерес п ред став ляет  при н ц и п и альн о  новы й  подход 
д л я  ген ети ч еско й  тр ан сф орм ац и и  р астен и й  -  н ап равленны е изм ене
н и я  н а  ур о вн е  сом ати ч ески х  клеток . О д и н  и з  н и х  м ож н о  определить 
к ак  селекц ию  н а  клеточн ом  уровн е , к о гда  поп уляц и я сом атических 
клеток  и л и  протоп ластов р астен и й  р ассм атри в ается  как  суспензия 
и ндивидуальны х  о рганизм ов, сп особн ы х  д ать  целое растение. В оз
д ей ств и е  м утаген ам и  н а  сом ати ч ески е  к летки  и  последую щ ая селек
ц и я и х  позволи ли  п олучи ть  к леточн ы е л инии , устой ч и вы е к  заболе
ван иям , засолени ю  почв, герб и ц и д ам  и т.д . Э ти  к леточн ы е л инии  да
ю т р астен и я с  указан н ы м и  свой ствам и , а так ж е п ред став ляю т м атери 
ал  для  сом ати ч еской  гибридизац ии .

А с с о ц и а ц и и  к л е т о к . П ерсп ек ти в н ы м  направлен и ем , которое 
разв и в ается  в п ослед н ее  врем я , яв ляется  создан и е  н овы х клеток  и 
клеточны х  си стем  п у тем  в в ед ен и я м и кроорган и зм ов в  клетку  или  в 
поп уляц и и  к у льти в и руем ы х  клеток  р астений . Э к сперим ентально соз
д аваем ы е клеточны е систем ы  н азы в аю т ассоциациям и . П ри  этом  ис
следован и я н ап рав лен ы  н а  получен и е  ассоц и ац и й  вн утри клеточн ого  
(эн доси м би оти ческого ) и  м еж клеточн ого  (экзоси м би оти ч еского ) ти 
па. В перв ом  случае п роводят и ндуцированное вв еден и е  м и к роорга
н и зм ов  (п утем  эндоцитоза или  в  состав е  ли п осом ) в  изолированн ы е 
протоп ласты  вы сш их р астений . В о-вторы х  -  с овм естн о  к ульти в и рую т 
клетки  или  тк ан и  р астен и й  с м икроорганизм ам и .



Н ар яд у  с нау ч н ы м  и н т ер есо м  эти  р аб о ты  п р есл ед у ю т и  п рак ти 
чески е  цели:

1. С ер ьезн ы м  о гр ан и ч ен и ем  п ракти ч еского  и сп ользован и я куль
ту р  р асти тел ьн ы х  к леток  яв л яется  э н ергети ческое  об есп ечен и е  п р о 
цессов би оси н теза . Р асти т ел ьн ы е  к л етки  в культурах  гетер о тр о ф н ы  и 
о б ладаю т о гран и чен н ой  сп особ н остью  к ф отосинтезу . О д н и м  из р е 
ш ени й  д ан н о й  пр о б л ем ы  м огло  б ы  бы ть  в в ед ен и е  в  эти  культуры  
м икроорган и зм ов, си н т ези р у ю щ и х  суб страты  д л я  ро ста  расти тельн ы х  
клеток  и л и  предш еств ен н и к и  биоси н теза . О собенно  п ер спективно  
вв еден и е  в к у льтуры  гетер о тр о ф н о  растущ и х  к леток  ф ототроф ны х 
м и к роорганизм ов.

2. Д р у гая  в о зм ож н ость  и сп ользован и я в б и отехн ологи и  ассо 
циаций к леток  вы сш и х  растен и й  с м и к р оорган и зм ам и  состои т в п о 
л учен и и  растен и й , сп особ н ы х  к ф иксац и и  м олекулярн ого  (атм осф ер
ного) азота.

Раб оты  в. э то м  н ап р ав л ен и и  ведутся , получены  п ервы е резуль
таты , ко то р ы е  всел я ю т н адеж ды .

2.5. К у л ь т и в и р о в а н и е  к л е т о к  ч е л о в е к а  и  ж и в о т н ы х
К у л ь т и в и р о в а н и е  к л е т о к .  К ульти в и ров ан и ем  тканей  ж и в от

ны х начали  зан и м аться  в к о н ц е  X IX  века. К  настоящ ем у  врем ен и  раз 
р аб о тан ы  и  отработан ы  в  д етал ях  все п роц ед уры  культивировани я 
клеток  и  тк ан ей . И м ею тся  л и н и и  разл и ч н ы х  к леток  человека  и  ж и 
вотны х.

К летки  ж и в отн ы х  н е  и м ею т к л еточн ой  об олочки , однако  в  со 
ставе  тк ан и  они , к ак  прави ло , связан ы  м еж клеточны м  вещ еством . 
О но в  разн ы х  тк ан я х  м о ж ет б ы ть  разл и ч н ы м  по  своем у  составу  -  от 
м укоп оли сахари д ов  д о  ф и б р о зн ы х  б елков , и в д об авлен и е  к  угл ево д 
ны м  и белковы м  элем ен там  содерж и т неорган и ч ески е  соли  (напри
мер, костн ая  ткань). П о это м у  р азли чн ы е ткан и  тр еб у ю т  разн ы х  м ето 
д о в  дези н теграц и и . Э м б ри он альн ы е и зрелы е тк ан и , а  т ак ж е  опухоли  
со  слабо  р азв и ты м  м еж клеточн ы м  вещ еством  часто  у дается  д езагр е 
ги ров ать  с п о м ощ ью  од н о й  из трех  м етоди к  или  и х  сочетания:

сп о со б а  м ех ан и ческого  р азделения ;
э н зи м ати ческого  перевари ван и я ;
о б раб отки  вещ ествам и , свя зы ваю щ и м и  д вухв ален тн ы е ионы .
С п особ  м ех ан и ческого  р азд елен и я о тд ельн о  прим еняется  редко .



С реди  м ногих энзи м ов , п рим еняем ы х д л я  д ези н теграц и и  тканей, 
н аиболее часто  и сп ользую т три п си н , а такж е к оллаген азу , эластазу , 
п апаин  и др.

Н екоторы е тк ан и , особенно  д л я  со х ран ен и я своей  ц елостности , 
н уж даю тся в  д вухв ален тн ы х  катионах , особенно  в  ионах  кальция и 
магния. Е сли  эти  и оны  удалить с пом ощ ью  свя зы ваю щ и х  и х  вещ еств, 
тк ан и  легко  п одвергаю тся р азделению . К  так и м  вещ ествам  относятся 
эти лен ди ам и н тетраац етат  (Э Д Т А ), всрсен , тр и л о н  В  и  др.

В се р аб оты  по  культивировани ю  клеток  ж и вотн ы х  ведут  в стро
го  стери льн ы х  услови ях. К летки  к ульти в и рую т н а  п редм етны х, по
кровны х , часовы х  стеклах , в  проби рк ах  и специальны х  флаконах 
(рис. 2 .2).

Предметные Пробирки Флаконы

Р и с . 2.2 . С осуды  для культ ивирован ия  клет ок и т кан ей  [3]
П ри кратковременном культивировании маленьких кусочков ткани 

и х  помеш аю т в  сгусток лим ф ы  (или сыворотки), нанесенны й в  виде кап-



л и  на покровн ое стекло  и  пом ещ енн ы й в  л унку п редм етною  стекла ("ви
сячая" капля). Д ля длительного  культивирования тканей без пересева 
и спользую т двойн ое покровное стекло. К ультивирование органов осу
щ ествляю т в часовы х стеклах, на которы х рост происходит в сгустке 
лим ф ы , а  с ам о  стекло  пом ещ аю т в чаш ку П етри  с  мокрой ватой д ля под
держ ания влаж ности. Д л я  получени я качественного изображ ения при 
м икроскопировании вм есто  в о г н у ш х  стекол  и спользую т к ам еры  с  плос
копараллельны м и стенками. П ерф узионны е кам еры  позволяю т длитель
ное врем я наблю дать за  клеткам и и  осущ ествлять киносъемку. Если нет 
необходим ости в  хорош их оптических условиях, культивирование осу
щ ествляю т в  неподвиж ны х и ли  вращ аю щ ихся пробирках. Д ля вы ращ и
ван ия больш их количеств клеток использую т ф лаконы  и  колбы. Т- 
образны й ф лакон Э рла с  очень гладким и внутренним и стенками облада
ет  хорош им и оптическим и свойствам и. П ом им о названны х сосудов 
прим еняю т и  другие конструкции.

К аж д ы й  ти п  к леток  д л я  своего  культи в и рован и я тр еб у ет  п и та
тельн ую  среду  о п р ед ел ен н о го  состава. Б ы в аю т р остов ы е и  под д ерж и 
ваю щ ие (п р ед н азн ач ен н ы е, гл авн ы м  образом , д л я  сохран ен и я кл е 
точ н ы х  культур  в  хо р о ш ем  со сто я н и и  в  теч ен и е  нескольки х  недель) 
среды . И х  состав  слож ен , в  н и х  вх о д я т  соли , ам ин оки слоты , ви там и 
ны , п ред ш еств ен н и ки  н у кл еи н о в ы х  кислот, источ н и ки  углевод ов , л и 
пи дов и д р у ги е  вещ ества , а т ак ж е  естеств ен н ы е ком п он ен ты  (сы в о
р о тка  кр о ви , б ы ч и й  эм бр и о н ал ьн ы й  экстракт , ам н и оти ческая  ж и д 
кость , экст р акт  к ури н ого  эм бр и о н а  и т .д .). С реди  сред  д л я  ку л ьти в и 
рован ия след ует  назвать  среды  И гла, Х эм а  F -10 , 199, В эйм аута  и  др.

В се клетки теплокровны х долж ны  вы ращ иваться в термостатах 
при тем пературах , близких к  норм альной тем пературе тела ж ивотны х.

М о ж н о  счи тать , ч то  осн ов ы  исп ользован и я клеток  человека  и 
ж и в о тн ы х  в  б и отехн ологи и  б ы л и  зал о ж ен ы  в  1949 г ., к огда  удалось 
вы расти ть  ви р у с  п ол и о м и ел и та  в  к ульти в и руем ы х  клетках  ко ж и  и 
м ы ш ц  чел о в еч еско го  зароды ш а. В  д ал ьн ей ш ем  оказалось  возм ож ны м  
в ы ращ и в ать  ви русы  н е  только  в  клетках  первичны х  культур , но  и  в 
клетках  п ер ев и ваем ы х  л и н и й , то  есть в  клетках , поддерж иваем ы х  в 
ку л ьту р е  в  теч ен и е  неоп ределен н о  д о л г о ю  врем ен и . П рим ерам и  та 
ки х  л и н и й  яв л яю тся  к летки  H eL a  (к арц и н ом а ш ейки  м атк и  человека), 
В Н К -21  (п о ч к а  э м бри он а  х ом яка), Vero  (почка  зелен ой  м арты ш ки).

Б л аго д ар я  п р и м ен ен и ю  м ето д а  клеточны х культур  ви русы  стали 
вы д ел ять  в  д остаточ н о  ч истом  ви де, что , в  свою  очередь , способство
вал о  б ы ст р о м у  п рогрессу  в  области  д и агн ости ки  ви русны х заболева



н ий  и  получен и я вакцин . Что касается  прим ен ен и я клеточн ы х  куль
ту р  д л я  получен и я цен н ы х  вещ еств, то  в это м  нап рав лен и и  делаю тся 
то л ько  п ервы е ш аги.

Д о статочн о  продолясительное врем я лю ди  п ользую тся ф изиоло
ги ч еск и  активны м и вещ ествам и , вы деленны м и из ор ган о в  и  тканей 
ж и вотн ы х , для  леч ен и я  заболев ан и й  и  регуляц и и  ф ун кц и й  организма 
(ин сули н , интерф ерон , горм он  роста , половы е горм оны  и др.). П о
треб н ость  в таки х  п р епаратах  вели ка , но  прои зводство  и х  дорого, 
техн ологи ч ески  несоверш енно  и связан о  с ун и ч тож ен и ем  больш ого 
к о ли честв а  ж ивотны х . К ром е того , д ал еко  н е  всегда препараты , полу
чен н ы е о т  ж и в отн ы х , д остаточ н о  эф ф ективны  для человека.

П редставлялось  п ерспективны м , поэтом у  для промы ш ленного 
п рои звод ств а  ф изиологи чески  акти вн ы х  со единений  использовать 
культуры  к леток  соответствую щ и х  органов человека  и ж ивотны х. На 
п ервы й  взгляд , р еш и ть  э ту  зад ач у  неслож но , однако  при  реализации 
ее  п ри ш лось  встрети ться  с р яд ом  серьезн ы х трудностей . П реж де все
го , д и ф ф ерен ц и рован н ы е кл етки , вы рабаты ваю щ и е конкретное фи
зиологически  акти в н ое  вещ ество , при  п о м ещ ени и  их в культураль
н у ю  среду  плохо р азм н ож аю тся (или  совсем  н е  разм н ож аю тся). К ро
м е того , если  часть  клеток  в п роц ессе  ад аптации  начи нает делиться, 
то  оказы вается , ч то  они  тер я ю т  сп особн ость  вы рабаты вать  требуемое 
ф и зи ологи чески  акти в н ое  вещ ество . С ущ ествую т и  другие трудности 
(п одбор  и  д орогови зн а  п итательны х  сред , особен н ости  культивирова
н ия и др .). Н есм отря н а  это , в д ан н о й  об ласти  дости гн уты  некоторы е 
у спехи , в ч астн ости , п олучен  интерф ерон  (гликопротеид , обладаю 
щ ий  универсальн ы м  проти вовирусны м  дей ств и ем ) при  культивиро
ван ии  ф ибробластов , получены  к ультуры  (3-клеток подж елудочной 
ж елезы , продуцирую щ ие инсулин.

П о л у ч е н и е  м о н о к л о н а л ь н ы х  а н т и т е л .  Н овы е перспективы  в 
области  культивировани я клеток  человека  и ж и вотн ы х  появились по
сле того , как  Д ж . Б арски й  в 1960 г. об н аруж ил-сиособность  сом атиче
ских клеток  сли в аться  in v itro , то  есть д авать  сом ати ч ески е  гибриды  
(гибридом ы ), ан алоги чн о  слиян ию  п ротоп ластов р астен и й , откры то
м у  п озд н ее  (в 1972 г.). Б ольш ой  вк л ад  в  д альн ей ш ее  разв и ти е  сом ати
ческой  гибри ди зац и и  к леток  ж ивотны х  вн если  Б. Э ф русси , Г . Х аррис 
и др. П ри м ером  прак ти ч еского  и спользовани я ги б р и д о м  яв ляется  по 
лучение м оноклональны х  антител.

И м м ун н ая си стем а  вы рабаты в ает  сп ец и ф и чески е  ан ти тела  на 
огром ное м н ож ество  антигенов. В  о сн ов е  так о й  сп особн ости  леж ит



нал и ч и е  б о л ьш о го  разн о о бр ази я  кл о н о в  ли м ф оц и тов , каж ды й  и з  к о 
то р ы х  в ы р аб аты в ает  ан ти тел а  одн ого  ти п а  с у зко й  специ ф и чн остью , 
р еаги р у ю щ и е с о п р ед ел ен н о й  х и м и ч еской  груп п и ровкой  м олекулы  
ан ти ген а  -  а н ти ген н о й  д етер м и н ан то й  (А Д ).

В  о тв етн у ю  р еакц и ю  н а  д ей ств и е  одн ого  ан ти ген а  вовлек ается  в 
раб оту  бо л ьш о е  кол и ч еств о  ли м ф о ц и то в , каж ды й  и з  которы х  вы р аб а 
ты вает  сп ец и ф и ч еск и е  ан ти тел а , р еаги рую щ и е со  сво и м и  А Д  н а  м о 
лекуле  анти ген а .

М о н о кл о н ал ьн ы е ан ти тел а  -  это  в ы сок осп ец и ф и чн ы е анти тела, 
продуц и руем ы е п о то м кам и  о дн ой -еди н ств ен н ой  к летки  (клоном ). 
О бщ ее ч и сл о  разл и ч н ы х  к л о н о в  ли м ф о ц и то в  у  м ы ш ей , нап ри м ер , по 
о ц енкам  некоторы х  и ссл ед о вател ей , р ав н о  Ю 7-1 0 10.

В  1975 г. Д . К ёлер  и  Ц . М и л стей н  п ред л о ж и л и  п ринц ипиально  
н овы й  м етод  п о л у ч ен и я  м он о к л о н ал ьн ы х  ан ти тел , за  что  в 1984 г. им  
бы ла п р и су ж д ен а  Н о б ел евская  п рем ия . О н и  п олучи ли  ги б р и д о м ы  п у 
тем  сли ян и я  клеток  селезен ки  о т  и м м ун и зи ров ан н ого  определенны м  
ан ти ген ом  ж и в о тн о го  с м и елом н ы м и  (р аковы м и ) кл еткам и . Д ля п о 
вы ш ени я ч асто ты  сли ян и й  к л ето к  и сп о л ьзу ю т поли эти лен гли коль  
(П Э Г ), ви р у с  С ен д ай  и л и  д р у ги е  агенты .

П о л у ч ен н ая  ги б р и д о м а п р и об рела  сп особн ость  синтезировать  
о п ределен н ое  ан ти тело  и  н ео гран и ч ен н о  делиться. П оследн ее  свой ст
во он а  п о л у ч и ла  о т  м и ел о и д н о й  клетки .

С л ед у ю щ и м  э тап ом  после п ро ц ед у р ы  слиян ия клеток  является  
оп ерация вы д ел ен и я  ги б ри д ом  п утем  культи в и рован и я к леток  н а  се 
лекти в н ой  среде , на к оторой  вы ж и в аю т то л ько  гибридом ы .

З атем  и з  ги б р и д о м  отб и р аю т те, к оторы е вы рабаты в аю т сп ец и 
ф ически е ан ти тел а  (в о тв ет  н а  вв еден н ы й  в орган и зм  ж и в отн ого  а н 
тиген ). П осле  это го  п р о и зво д я т  м ассо во е  р азм н ож ен и е  клеток  в у сл о 
ви ях  in v itro  и л и  в  о р ган и зм е ж и в отн ы х , которы м  вв о д ят  в  брю ш ную  
п о лость  ги б р и д о м н ы е  клетки .

Н акон ец , из кул ьту р ал ьн о й  среды  или  асц и тн ой  ж идкости  (о то 
бран н ой  и з  б рю ш н ой  п о л о сти ) вы д ел яю т м о н о к лон альн ы е анти тела.

М о н о кл о н ал ьн ы е ан ти тел а  п ри м ен я ю т д л я  целей д и агностики , 
лечен и я , в ы д ел ен и я  в ещ еств  в ч и стом  виде. П ерсп екти в н о  возм ож н ое  
п р и м ен ен и е  их  д л я  л еч ен и я  о п ухолей  с п о м ощ ью  им м унотоксин ов. 
П оследн и е  п р ед став л яю т со б о й  к ом п лексы  м о н оклон альн ы х  ан ти тел , 
сп ец и ф и ч н ы х  д л я  оп у х о л ев ы х  клеток , и субъеди н и ц  бел ко в ы х  ядов, 
нап ри м ер , р и ц и н а  -  б елка, в ы д еляем ого  из сем ян  клещ евин ы . Э тот 
бел о к  со сто и т  из д в у х  суб ъ ед и н и ц  (А  и  В ), соеди н ен н ы х  м еж д у  собой



ди су л ьф в дн о й  связью . С убъеди н и ц а  А , п оп ав  в ци топ лазм у , необра
ти м о  ин ги би рует белков ы й  синтез  клетки , тем  сам ы м  у б и в ает  ее. В ы 
делен н ую  и з  р и ц и н а  субъедини цу  А  ковален тн о  соеди н яли  с молеку
л ой  м он оклон альн ого  ан ти тела, спец и ф и чн ой  к  ан ти ген у  опухолевой 
клетки . П осле введения в  организм  этот  ком плекс избирательно  свя
зы в ается  с поверхн остью  оп ухолевой  клетки  и, в  конечном  счете, 
о казы вается  "втянуты м " вн утрь  ес. С убъедини ца А  в  цитоплазм е вы
своб ож д ается  и  у б и в ает  клетку . М оноклональное  антитело  в этом 
случае  осущ еств ляет  д остав ку  ток си н а  только  к опухолевы м  клеткам.

К л о н и р о в а н и е  ж и в о т н ы х . Е сли  вегетативное размнож ение 
р астен и й  н и  у  кого  н е  вы зы вает удивлени я, то  клонирование ж ивот
ного  орган и зм а, т о  есть  разв и ти е  его  из ген ом а сом атической  клетки 
(х отя  и  "уп акованного" в  эн уклеи рованную  яй цеклетку) стало на
стоящ ей  сен сац и ей  второй  полови н ы  X X  века, точ нее его  конца, ко
гд а  в  1997 году  п ояви лся ягнен ок  Д олли  и н ачались разговоры  о воз
м ож н ом  клон и рован и и  человека.

П ервы е оп ы ты  по пересадке  яд р а  сом атической  клетки в яйце
к летку  с уд ал ен н ы м  собствен н ы м  яд ром  п роводи ли  н а  лягуш ке Р. 
Б ри ггс , Т. К инг, затем  Д ж . Г ердон  с Р. Л аски . И з такой  реконструи
р ован н ой  яй ц еклетки  в н ачале уд ал о сь  получи ть головастика, позднее 

взрослого  ж и в отн ого  (лягуш ку). В  С оветском  С ою зе удалось кло
нировать  м етоди чески  более  слож н ы й  о б ъ ект  -  м ы ш ь (М аш ку). Лишь 
п осле  этого  п ояви лось  сенсационн ое  сообщ ение о  клонировании Я. 
У илм утом  ягн ен ка  Д о л л и  и з  рекон струи ров ан н ой  яй цеклетки  с ядром 
клетки  м олочн ой  ж елезы  овц ы  п ороды  ф инн дорсет. К летки молоч
н ой  ж елезы  п олучали  о т  6 -летн сй  овц ы , находящ ейся на последнем 
т р и м естре  б ер ем енности . Р еконструированны е яй цеклетки  вначале 
культи ви ровали  в  перев язан н ом  яй ц еводе  пром еж уточного  реципиен
т а  (овц ы ), а  затем  перем ести ли  в  м атку  окончательного  реципиента -  
о вц ы  ш отлан дская черном ордая. О б ращ ает на себя вн им ание крайне 
н и зкий  вы ход у д ачн ы х  исходов с  клон и рован и ем  м лекопитаю щ их. В 
п оследую щ ем  практич ески  по сходн ой  м етодике бы ли  клонированы  и 
д руги е  ж и вотн ы е (корова , сви нья, кош ка, м акака  и т.д ., вклю чая эм 
бри он  человека). В ы сказы ваю тся надеж ды  н а  возм ож ное в  будущ ем 
клон и рован и е  м ам онта , пом ещ ая ядро со м атич еской  клетки  извле
чен н ого  и з  сл о я  веч ной  м ерзлоты  м ам онтенка  в энуклеи рованную  яй
цеклетку  соврем енн ого  ж ивотного .

О б ращ ает  н а  себ я  вн им ание, что во  всех  эти х  сл у ч аях  геном  со 
м атич еской  клетки  пом ещ али  в яй цеклетку , ч то  говори т о реш аю щ ей



ее  р о л и  (вероя тн о , се  корти кальн ого  слоя) в  и н дуц и ров ан и и  и  орган и 
зац и и  н ач ал ьн ы х  этапов эм бр и о ген еза  (н а  эп и ген ом н ом  уровн е). С а
ми со м ати ч ески е  кл етки , в клю ч ая ств оловы е клетки  (о  которы х  речь  
пой дет  н и ж е), н е  в  состоя н и и  сф орм и ров ать  организм  м н о гоклеточ
ного  ж и в о тн о го , в  отли ч и е  о т  с о м ати ч ески х  к леток  растения.

С т в о л о в ы е  к л е т к и .  Е щ е в  д р евн о ст и  исп о л ьзо вал и сь  суспензии  
о р ган ов  ж и в о тн ы х  д л я  у в ел и ч ен и я  ж и зн есп о со б н о сти  человека . О б 
это м  п о в едал  в  1875 г. н ем ец ки й  еги п т о ло г  Г еорг Э бере, о п у б л и ко 
вавш ий сам ы й  о б ш и рн ы й  и з  всех  и звестн ы х  древн ееги п етски х  м еди
цински х  тр актато в . Н овы й  всп леск  и сследован и й  в области  ткан ев ой  
терап и и  свя зан  с р аб о там и  ги сто л о га , п роф ессора  С анкт- 
П етерб ургской  В осн н о -м ед и ц и н ско й  ак адем и и  А лек сан дра  А лексан 
д р о ви ч а  М ак си м о ва . О н  п олагал , ч то  в  теч ен и е  всей  ж изни  п о зво н о ч 
ного  ж и в о тн о го  в  его  орган и зм е  сущ еств ую т клетки , которы е сп особ 
ны  д ел и ть ся  и п орож дать  сп ец и ал и зи р о в ан н ы е кл етки , п одобн о  ство 
л у  д ерева , д аю щ ем у  начало  сво и м  м н огочи слен н ы м  ветвям . В  1908 г. 
А .А . М ак си м о в  вв ел  в н ау ч н ы й  об и х о д  и  сам  терм и н  ''стволов ая  кл ет
ка". П о здн ее  б ы л о  устан о в л ен о , ч то  сущ еств ую т клетки , обладаю щ ие 
сво й ство м  то т и п о тен тн о сти , т о  есть сп особ н остью  о бразовы вать  ц е
лы й  орган и зм . И х  н азвали  эм бри он альн ы м и  стволовы м и клеткам и  
(Э С К ). Т ак и м и  сво й ствам и  об л адаю т бластом еры  н ескольки х началь
ны х  д ел ен и й  зи готы , с чем  связан о  рож ден и е  о д н ояй ц овы х  близн е
цов. К р о м е  Э С К  с у щ еств у ю т плю ри п отен тн ы е С К , которы е способны  
ди ф ф ер ен ц и р о ваться  в  зав и си м о сти  о т  своего  о круж ен и я в  разли чны е 
тип ы  ткан ей . С ущ ествую т ф етальн ы е С К  (Ф С К ), к оторы е получаю т 
и з  аб о р ти в н о го  м атер и ал а  н а  9-12  неделях  берем ен н ости , а  такж е С К  
клетки  пуп ов и н н ой  крови.

У  в зрослого  ч елов ека  С К  в м алы х  коли честв ах  и м ею тся в раз 
н ы х  о рган ах , н аи б о л ьш ее  со д ер ж ан и е  их  вы яв лен о  в костном  мозге. В 
нем  со д ер ж атся  д ва  ви да  ств оловы х  клеток . О д н и  и з  них  д аю т  все 
м н о го о б р ази е  к леток  крови  (гем оп оэти чески е  ств оловы е клетки), 
д руги е  -  с тром альн ы е С К , сп особ н ы  д и ф ф ерен ц и роваться  в о  м н о ж е
ство  ти п о в  сп ец и ал и зи р о в ан н ы х  клеток  (геп атоц и ты , н ей рон ы , м ы 
ш еч н ы е, к остн ы е клетки  и  т .д .). В  орган и зм е  ч елов ека  С К  вы п олн яю т 
ро л ь  р езер в н о го  пула , в о сп олн яю щ его  п оги бш и е клетки  органов . С 
возрастом  содерж ан и е  С К  н еп р ер ы вн о  сниж ается.

М н о го ч и сл ен н ы е и сследован и я , которы е ведутся во всем  м ире в 
о б л асти  клето ч н о й  терап и и , н ап рав лен ы  н а  то , чтобы  с пом ощ ью  С К



в о сстанавливать  п овреж денны е орган ы  человека, в п лоть  д о  вы ращ и
ван и я  и х  сы зн ова  (наприм ер, зубов).

П уп ови н н ую  кровь  отбираю т при  рож дении  р ебенка, затем  с 
пом ощ ью  центри ф уги рован и я и з  н ее вы деляю т С К , п огруж аю т в кри
оп ротектор  (раствор , п редохраняю щ ий и х  от  р азруш ен и я при замо
р аж и в ан и и ), пом ещ аю т в  сп ециальны е м еш ки , герм ети ч н о  их запаи
ваю т  и  пом ещ аю т в  кри обокс , гд е  п лавно охлаж даю т до  -80°С, затем 
п огруж аю т в  ж идкий  азот (-196°С ). С читается, ч то  клетки могут хра
н и ться  в эти х  услови ях  без п отери  активности  до 15 лет. В  случае не
о бходи м ости  С К  разм ораж и ваю т и прим еняю т для лечения человека, 
у  которого  они  бы ли  взяты . Забор  к остного  м озга у  человека произ
во д я т  п у тем  п ункц и и  тазовой  кости  или грудины  под  н аркозом.



Г л а в а  3. П Р О М Ы Ш Л Е Н Н А Я  М И К Р О Б И О Л О Г И Я

П ро м ы ш л ен н ая , и л и  тех н и ч еская  м и к роб и ологи я яв ляется  тр а 
ди ц и о н н о й , сам ой  к р у п н о м асш таб н о й  и весьм а востребован н ой  о т
р асл ью  б и о тех н о л о ги и , несм о тр я  н а  появлен и е  н аправлений , исп оль
зую щ и х  ин ы е объекты . Д и ап азо н  зад ач , реш аем ы х  с пом ош ью  м и к
ро о р ган и зм о в , р азн о о бр ази е  которы х  вели ко , огром ен . Н овую  ж и зн ь  
п р о м ы ш л ен н о й  м и кр о б и о л о ги и  д аю т  д о сти ж ен и я  ген ети ч еской  и н 
ж енерии , п остав л яю щ и е  д л я  н ее новы е, н е  встречаю щ и еся в  п рироде 
ш там м ы  м и кроорган и зм ов.

3 .1 . К р а т к и е  с в е д е н и я  о м и к р о о р г а н и з м а х
Б о л ьш и н ст во  м и к р о о р ган и зм о в  представлен о  о дноклеточны м и 

ф орм ам и. О н и  харак тер и зу ю тся  вы сокой  ск оростью  ро ста  и  разм н о 
ж ения , к оторое  часто  п ро и сх о д и т п у тем  простого  дел ен и я  клетки. 
И н тен си вн о сть  м етаб о л и зм а у  м и к р оорган и зм ов  то ж е вы сока, что  от
части  о б ъ я сн яет ся  бол ьш и м  зн ачен и ем  отн ош ен и я поверхности  кл ет
ки  к  ее  об ъ ем у . О н и  до стато ч н о  одн о о б р азн ы  п о  ф орм е и  ч р езвы чай 
но р азн о о бр азн ы  по  ф и зи о л о ги ч ески м  и биохи м и ч ески м  свой ствам .

Н ек о то р ы е  м и к р оорган и зм ы  р асту т  в  услови ях , н епригодны х 
для ж и зн и  др у ги х  о р ган и зм ов . Так , он и  способны  расти  при  тем п ер а
туре  свы ш е 100° (70 -105°), п ов ы ш ен н ом  у ровн е  ради ац и и  (м иллионы  
р ен тген  в  сутки ), в  си л ьн о ки сл о й  (рН < 1 ,0 ) или  щ елочн ой  (рН > 9 ,0  и  
вы ш е) срсд с , п р и  в ы сок ой  к о н ц ен тр ац и и  х лори д а  натри я (25 -30% ), в 
отсутстви и  ки сл о р о д а, м о гу т  п ер ен о си т ь  очен ь  н изкую  тем пературу, 
в ы суш и в ан и е  и  д р у ги е  э кстрем альн ы е услови я.

Р яд  б акт ер и й  и  вод о р о сл и  р асту т  н а  м и н еральн ы х  средах , и с
п ользуя д л я  б и оси н теза  в кач еств е  еди н ств ен н ого  источ н и ка  углерода  
углеки слы й  газ, то  есть яв л яю тся  автотроф ам и . П одобн о  вы сш им  
растен и я м , о н и  м о гу т  и сп ользовать  эн ерги ю  света  (ф отоавтотроф ы ) 
или  п о л у ч ат ь  ее  п ри  оки сл ен и и  н ео р ган и ч ески х  соеди н ен и й  (хсм оли- 
тотроф ы ). О д н ако , м ногие м и кроб ы  д л я  п о л учен и я энергии  и  б и оси н 
теза  со ед и н ен и й  клетки  н уж д аю тся в орган и чески х  вещ ествах  (гете- 
ротроф ы ). Н ек о то р ы м  и з  эти х  м и кроорган и зм ов (наприм ер , м олочн о
ки слы м  бактери ям , п ростей ш и м ) д л я  р азв и ти я  нуж н ы  ф акторы  ро ста  
(готов ы е ви там и н ы , ам и н оки слоты , д руги е  орган и чески е  вещ ества, 
ко то р ы е  о н и  сам и си н тези ров ать  н е  м огут). Т аки е  м икробы  н азы ваю т 
ау ксо тр о ф ам и . М ногие  м и к роб ы  способны  р азл агать  слож ны е ор га 
н и ч еск и е  со ед и н ен и я (белки , углевод ы , в  том  ч и сл е  целлю лозу , ли-
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п иды , нуклеи н овы е кислоты , углеводороды ), н екоторы е использую т 
вещ ества , то кси чн ы е д л я  человека  и  ж и вотн ы х  (м етан ол , аммиак, 
о к и сь  углерода , сероводород , нитри ты  и  д р .) и осущ еств ляю т разло 
ж ен и е  непри родн ы х  со единений  (ксенобиотиков).

П р о к а р и о т ы . Н е  и м ею т ограничен ного  м ем бран ой  ядра, гене
ти ч еская  си стем а п ред став лен а  п рим итивн ой  кольц евой  хром осом ой. 
О н и  л иш ены  хлороп ластов , м и тохон дри й , ап п ар ата  Гольдж и, лизо- 
сом , а  р и б о со м ы  отли ч аю тся от  рибосом  эукариот. М итоз у  прокари
о т  отсутствует .

Э у к а р и о т ы . С одерж ат оф орм ленное  ядро, м итохон дри и , лизо- 
сом ы , ап п арат  Г ольдж и , ц ентриоли , ри босом ы . Я дерн ая Д Н К  заклю 
чен а  в хром осом ах , обы ч н о  не кольц евы х , соединена  с гистонами. 
Д ел я тся  п у тем  м итоза.

П рокари оти ч ески е  и эукари оти ческ и е  м и кроорганизм ы  -  доста
то ч н о  слож н ы е об ъ ек ты  биотехнологии . О ни  осущ ествляю т цепи 
б и охи м и ч ески х  реакц и й , автом ати ческ и  р егули рую т их в соответст
ви и  с у слови ям и  среды . Д остоинством  м и кроорганим ов, отличаю щ им 
их о т  ф ерм ен тов, яв ляется  способность  к  самовоспрои зведен ию .

В  биотехн ологи ч еском  прои зводстве  в  качестве п родукта ис
п ользую т как  ком п он ен ты  н х  т ел а  (или  всю  биом ассу), так  и  конеч
ны е (и л и  пром еж уточн ы е) п родукты , появляю щ и еся при  их участии в 
о к руж аю щ ей  среде.

3 .2 . К и н е т и к а  т р а н с п о р т а  с у б с т р а з о в  в  к л е т к у
С корость  о б разов ан и я пр о д у кта  м икроорган и зм ам и  определяет

ся  скоростью  сам ой  м едленной  ф ерм ентативной  реакции , входящ ей в 
си стем у  взаи м освязан н ы х  реакций  ("узкое место", "горлы ш ко буты л
ки "). Т ак о б стои т дел о  в  случае р аб о ты  м и кроорганизм ов в кинетиче
ской  о бласти , к огда  ли м и ти рую щ и м  п роцессом  яв ляется  ф ермента
ти в н ая  р еакция.

О днако , п реж де  ч ем  н ачн ется  ф ерм ентативное  превращ ение 
с у б стр ата  в  продукт, м олекулы  субстрата  долж ны  проникнуть внутрь 
клетки. П о это м у  возн и кает воп рос: не работает  л и  м икроорганизм  в, 
т а к  назы ваем ой , ди ф ф узи он н ой  области , гд е  ли м и ти рую щ и м  ф акто
ро м  я в ляется  скорость  поступ лен и я субстрата  в  к летку?

О сн овн ы м  барьером  м еж ду  клеткой  и  вн еш н ей  сред ой  является 
к л еточн ая м ем брана. Н аряду  со м нож еством  р азн ообразн ы х  функций 
он а  обесп ечи вает отн оси тельн ое  постоянство  вн утрен н его  состава 
к летки  п утем  регули рован и я о бм ена вещ еств м еж ду  к л етко й  и окру



ж аю щ ей  средой- М ех ан и зм ы  и скорость  перем ещ ен и я растворен н ы х  
вещ еств  ч ер ез  би о л о ги ч еск и е  м ем б р ан ы  зав и ся т  о т  р азм еров  м олекул, 
степ ен и  и х  ги д р о ф о б н о сти , а так ж е о со б ен н о стей  структуры . М о л е
кулы  тр ан сп о р ти р у ем ы х  в ещ еств  или  и о н ы  м еталлов  м огут  п ер ен о 
си ться  ч ер ез  м ем б р ан у  по  тр ем  вари ан там : 1) незави си м о  о т  н али чи я 
и п ер ен о са  др у ги х  соеди н ен и й  (ун и п орт), 2 ) о д н оврем ен н о  и  о д н он а
п р ав лен н о  с др у ги м и  соеди н ен и ям и  (си м п орт) и 3) одноврем енн о  и 
п р оти воп олож н о  н ап рав лен н о  с д р у ги м и  соеди н ен и ям и  (ан ти п орт) 
(рис. 3 .1).

П оступ лен и е  вещ еств в  к л етк у  м о ж ет о су щ еств ляться  при п о 
м ощ и д ву х  п р и н ц и п и альн о  р азл и ч н ы х  м ехан и зм ов: неспец и ф и ческой  
ди ф ф узи и  (п ростой , и л и  п асси в н ой ) и  сп ец и ф и ческого  трансп орта  
(о б легчен н ая ди ф ф у зи я  и ак ти в н ы й  тр ан сп о р т) (рис. 3 .2).

П а с с и в н а я  д и ф ф у з и я .  В  хо д е  пасси в н ой  ди ф ф узи и  о сущ еств
ляет ся  п ер ем ещ ен и е  в ещ еств  вд оль  гр ад и ен та  концен трац и и  в  сто р о 
н у  более  н и зкого  зн ач ен и я  ес , без затраты  энергии . Д и ф ф ун д и рую 
щ ие м ол ек у лы  н е  м од и ф и ц и р у ю тся  и  н е  соеди н яю тся с д руги м и  ви
д ам и  м олекул . С  вы р авн и ван и ем  концен трац и и  п о  обе стороны  м ем 
браны  с к о р о сть  ди ф ф у зи и  пад ает . Ч ер ез  ли п и д н ы й  бислой  проходят 
н езаряж ен н ы е м ол ек у лы  (вод а , СОг, м очев и н а , этанол  и  д р .), а  такж е 
ги д р о ф о б н ы е н и зк ом олекулярн ы е орган и чески е  вещ ества.

унипорт симпорт антипорт

котранспорт

Р и с. 3 .1 . Классиф икация способоа переноса через м ем брану [12 гл. 5]



Р и с . 3 .2 . В ид ы  пассивн ого  и а кт ивн ого  т ранспорт а вещ ест в  
через м ем брану: 1 -  прост ая дифф узия; 2  -  облегченная 
д иф ф узия; 3 -  каналообразую щ ий  белок; 4 -  активный  
т ран спорт  [6  гл. 2]

П роцесс д и ф ф узи и  описы вается  законом  Ф ика: 

dr '
гд е  vd -  скорость  тран сп орта  в расчете  н а  единицу поверхности, уча
ств ую щ ей  в  п ереносе субстрата  S; D  -  коэф ф ициен т диф ф узии для 
су б стр ата  S; <^[5] / d r -  гради ен т к онцен трац и и  субстрата.

Д л я  опосредован н ы х  м ем бранны х  трансп ортны х процессов (об
л егч ен н о й  д и ф ф узи и  и  активного  трансп орта) характерны  кинетика 
насы щ ен и я и  специф ичность к  тран сп орти руем ом у  вещ еству.

О б л е г ч е н н а я  д и ф ф у зи я . О сущ ествляется  с участием  специаль
н ы х  белковы х м олекул-п ерен осчи ков (п ерм еаз, или  транслоказ), ко
торы е, соединяясь  с тран сп орти руем ы м и  м олекулам и , к ак  бы "про
таск и ваю т" их  через м ем брану. П ерм еазы  отлич аю тся вы сокой спе
ци ф и чн остью  по отнош ению  к тран сп орти руем ом у  вещ еству и по 
свой ствам  нап ом и н аю т ф ерм енты . П еренос вещ еств не требует энер
гии , так  как  прои сходи т в нап рав лен и и  м еньш ей  концентрац ии  вещ е
ства. П о  так о м у  м еханизм у , в ч астн ости , п ереносится глю коза. Ско
р о сть  облегчен н ой  диф ф узии

D'l=VK,+\s\
гд е  V  -  м акси м альн ая скорость  поступ лен и я вещ ества  в  клетку; [S] -  
кон ц ен трац и я субстрата  около вн еш ней  стороны  м ем браны ; Кт -  
ко н станта М и хаэли са  (численн о р авн а  концентрац ии  [5], при  которой 
iW  = 0,5V).



П р и  [5]>>А '„, ско р о сть  ди ф ф у зи и  п ри бли ж ается  к  п редельн ом у  
(м ак си м ал ьн о м у ) зн ач ен и ю  (рис. 3 .3).

Р и с . 3 .3 . В ли я н и е  к он ц ен т р а ц и и  суб ст р а т а  S  н а  скорост ь  
о б л егчен н ой  д иф ф узии

О б л егч ен н ая  ди ф ф у зи я  п р о и сх о д и т  с б ольш ей  скоростью , чем 
п ассивная диф ф узия .

А к т и в н ы й  т р а н с п о р т .  В  о тл и ч и е  от  пасси в н ой  и  об легченной  
д и ф ф узи и  ак ти в н ы й  тр ан сп о р т  п рои сходи т в нап рав лен и и  более в ы 
сокой  ко н ц ен тр ац и и  п ер ен о си м о го  вещ ества, п оэтом у  о сущ еств ляет
с я  с зат р ато й  э н ер ги и . С и стем ы  акти в н ого  тран сп орта  м огут  со зд а
вать  в к л етке  кон ц ен тр ац и и  вещ ества , во  м ного  р аз  п р евы ш аю щ ие его  
к о н ц ен тр ац и ю  во  вн еш н ей  среде. К и н ети ка  поступ лен и я вещ ества в 
клетку , как  и в  слу ч ае  с облегч ен н о й  ди ф ф узи ей , описы вается  у р ав 
н ен и ем  М и хаэли са-М ен тен .

М ех ан и зм ы  акти в н ого  тр ан сп о р та  ф ун кц и он и рую т за  сч ет  эн ер 
ги и  А Т Ф  (перен ос  сахаров, ам и н оки слот) и во  м н оги х  случаях  за счет 
р азн ости  эл ек тр о х и м и ч еско го  п о тен ц и ал а  ион ов водорода, создаю 
щ ей ся н а  ц и то п л азм ати ч еско й  м ем бран е  (Дрн )• Г радиент э л ектрохи 
м и ческого  п о тен ц и ал а  ион ов во д о р о д а  ген ер и р у ется  у  б актерий  м ем 
б ран освя зан н ы м и  п р о то н н ы м и  насосам и , которы е вы брасы ваю т эти  
ион ы  н а  н ар у ж н у ю  п о в ерхн ость  м ем браны , вследств и е  чего  вн утрен 
н ий  об ъ ем  клетки  защ елачи в ается  и  п ри об ретает  более отр и ц ател ь 
ны й электри чески й  потен ц и ал . П о скольку  активны й тр ан сп о р т  связан  
с затратой  энерги и , то н а  н его  о казы ваю т вли ян и е  и нгибиторы  эн ер 
гети ч еского  м етаболи зм а, а  т ак ж е  р азоб щ и тели  о ки слен и я и ф осф о- 
р и л и р о в ан и я  -  п р о тон оф оры , которы е у м ен ьш аю т тр ан см ем бранны й 
п отен ц и ал .

В аж н у ю  роль в  ф и зи ологи и  бактери й  и граю т н еорганич еские 
ионы . Б актер и и  и м ею т сп ец и ф и чески е  тран сп ортн ы е си стем ы  для



каж дого  о тдельн ого  и он а  и л и  груп п ы  бли зкородствен н ы х  и онов , ко
т оры е м о гу т  конкурировать  м еж ду собой  (наприм ер , S 0 4‘ , С Ю 4 , 
S e 0 42', М о 0 42').

Т аким  образом , за  и склю чени ем  пассивной  ди ф ф узи и , все ос
тальны е м еханизм ы  трансп орта вещ еств оказы ваю тся кинетически 
неотли чим ы  о т  процессов, относящ ихся к  ки н ети ч еской  зоне, непо
средствен но  связан н ы х  с клеточны м  м етаболизм ом .

Е сли  ли м и ти рую щ и м  п роцессом  яв ляется  диф ф узия , то  ее ско
рость  при  глуби н н ом  культивировани и  м и кроорганизм ов можно по
вы сить п утем  п ерем еш ивания среды  и повы ш ен ия концентрац ии  сла
бо диф ф ун ди рую щ его  субстрата.

П роц ессы  ди ф ф узи и  обы ч н о  приходится  учиты вать при  культи
ви ровании  на поверхности  тв ерд ы х  сред , а  такж е при  глубинном 
культи ви рован и и , если  м икроорган и зм ы  находятся в ви де флокул 
(скоплений  клеток) или  биологи чески х  п ленок , а такж е при использо
ван и и  в  качестве субстратов плохо  раствори м ы х  в  воде ( азов. Это же 
отн оси тся в  р яд е  случаев и  к  и м м обилизованны м  микроорганизм ам .

3 .3 . Ф ен ом ен ол огия  роста  п ер и оди ч еск ой  культуры
К ак  и в  случае  с вы ращ иванием  культуры  клеток  многоклеточ

н ы х  орган и зм ов под  пери оди ческой  культурой  п о ним ается  замкнутая 
п о  всем  ее  к ом понентам  (за  и склю чени ем  газов) систем а, в которую  
первон ачальн о  загруж ается  п и тательная среда и ин окулят (м икроор
ганизм ы ), а через определен н ое  врем я о дном ом ентно  производится 
остан ов ка  п роц есса  и  съем  получен н ого  продукта. Э то  стары й способ 
проведен ия м икробиологического  процесса, не потерявш ий своих по
зиц и й  д о  настоящ его  врем ен и . П роцесс вы ращ ивания м икроорганиз
м ов в п ериодической  культуре п редставляется  д овольн о  просты м , ти
пичны м  п р актич ески  д л я  всех  м икроорганизм ов. О н  характеризуется 
прохож дением  р яд а  стадий , при в одящ и х  к  получени ю  из ничтож ного 
количества п осевного  м атериала (и нокулята) зн ачи тельн ого  количе
ства  биом ассы  и  п родуктов м етаболизм а.

П оведение системы  в  течение всего времени культивирования гра
фически описы вается с помощ ью  кривой роста, которая представляет 
собой отраж ение своего рода истории роста культуры. О на обычно изо
бражается в  полулогарифмических осях: время — логариф м  биомассы, 
которы е п озволяю т более четко вы делять ф азы  роста (рис. 3.4).

В  общ ем  случае  после посева  м икроорганизм ов в среду , н е  л и 
м ити рованную  по  содерж анию  ком понентов питания, п ериодическая
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к у л ьту р а  н ач и н ает  с в о е  сущ еств ован и е  с л аг-ф азы , в  теч ен и е  которой 
р о ст  би о м ассы  отсутствует . Т акая  кар ти н а  н аблю дается  в  том  случае, 
к о гда  в  кач еств е  и н о ку л ята  использую тся ослаблен ны е голоданием  
и ли  отр ав л ен н ы е  м икроорганизм ы . Ч т о б ы  н ачать делиться , они  
д олж н ы  п ро й т и  п ер и о д  адап тац и и  к услови ям  норм альной  п и татель
н ой  среды , восстан ови ть  у трач ен н ы е в неблагоп ри ятн ы й  период  
вн у тр и к л ето ч н ы е структуры . Л и ш ь  после этого  н ачи нается  в  уск о 
ряю щ ем ся  тем п е  дел ен и е  клеток  (ф аза  у скорен и я роста). Л аг-ф азу  и 
ф азу  у ско р ен и я  р о ста  в  совокуп н ости  назы в аю т лаг-п ери одом , к о то 
ры й  отсутствует , если  и н о к у л ят  б ерется  и з  культуры , находи вш ей ся в 
ф азе  э ксп о н ен ц и ал ьн о го  роста.

Р и с . 3 .4 . К р и ва я  р о с т а  п ериодической  культ уры :
1 — л а г-ф а за ; 2  -  ф а за  у с ко р ен и я  р о с т а ; 3 -  э кспоненциальная  
ф аза; 4 -  ф а за  за м ед лен и я  р о с т а ; 5  -  ст ацион арная  ф аза;
6  -  ф а за  о т м иран ия ; [ х ]  -  кон цент рация  биом ассы

В  это й  ф азе  м и кроорган и зм ы  наи более  ж и знеспособны , врем я 
м еж ду  со сед н и м и  д елен и ям и  м иним ально , так  как отсутствую т л и м и 
ти ров ан и е  по  пр о д у ктам  п и тан и я и отравлен и е  вы деляю щ и м и ся в 
среду  п р о д у ктам и  м етаболи зм а (свеж ая среда). В  полулогари ф м и ч е
ск и х  осях  э ксп о н ен ц и ал ьн о й  фазе со о тв етств у ет  отрезок  п рям ой  л и 
нии. Р ост и д е т  с м акси м альн о  возм ож н ой  скоростью , генетич ески  за
л о ж ен н о й  в  клетках . О днако  со  врем ен ем  п и тательная сред а  и сто щ а
ется и  в н ей  накап ли ваю тся п род укты  о б м ен а  вещ еств. В се  это  
у м ен ьш ает  т ем п ы  дел ен и я  клеток  и  переводи т к у льтуру  в  ф азу  зам ед 
лен и я р о ста , которая см ен яется  стац и он арн ой  ф азой , к огда  рост  би о
м ассы  прекращ ается . К у льтура  в  стац и он арн ой  ф азе  м о ж ет с одерж ать 
сам ы е р азн о кач ествен н ы е клетки: ж и в ы е, но голодаю щ и е, ж ивы е, но 
и н ги б и ров ан н ы е п родуктам и  м етаболизм а, отм ираю щ ие по причине 
го лод ан и я и сам оотрав лен и я. В след стви е  этого  в  стаци онарной  фазе



у стан ав ли вается  равен ство  скоростей  ро ста  и  отм иран ия клеток  по 
пуляц ии . П осле  стаци онарной  ф азы , а  и н огд а  сразу  после п рекращ е
ния роста, н аступ ает  ф аза  о тм иран ия. Растущ ие к л етки  теря ю т свою 
стаби льн ость , к огда  п о  каки м -ли бо  п ри ч и н ам  рост  останавливается. 
П р екр ащ ен и е  ро ста  н ем едленно вы зы вает деструкти в н ы е процессы  в 
клетках . Ф аза  отм и ран и я характери зуется  автоли зом  (сам оперевари- 
ван ием ) к леток  и у м ен ьш ен и ем  биом ассы . А втоли з (аутолиз) в фазе 
отм и ран и я представляет собой  экстрем альн ое п роявлен и е  нестабиль
н о сти  к леток  п о сл е  прек ращ ен и я их  роста.

3 .4 . К и н ети к а  роста  п ер и оди ч еск ой  культуры
В аж н ой  особен н остью  м и кроб н ы х  п опуляций  является их мно

гочи слен н ость , которая п озволяет , п одобно хим ич еской  кинетике, 
о бращ аться  с ко н центрац ией  м и кроорган и зм а (п лотн остью  его  попу
л яц и и ) как  с н епреры вно  изм ен яю щ ей ся вели чиной  [х]. О ш ибка, ко
то р ая  в о зн и кает  вследствие игн ори ров ан и я дискретн ости  микробных 
п опуляций

П ри  значениях  [х], с которы м и  приходится им еть дело  на прак
ти ке, вели чи н а  т  очен ь  м ала , и ей  м ож но  п ренебречь. Э то  позволяет 
п р и  м атем ати ческом  оп исани и  кин ети к и  числен н ости  м икробны х по
п уляц ий  использовать  ди ф ф ерен ц и альн ы е у равн ения.

У равн ен и е  М альтуса, прим ени тельно  к  м икробной  популяции, 
и м еет  с лед ую щ и й  вид:

гд е  г  -  к оэф ф и ц и ен т естеств ен н ого  прироста.
Зн ачен ие г  равн о  разн ости  м еж ду  удельной  скоростью  роста  /л и 

у дельн ой  скоростью  отм и ран и я s  п опуляции  ( r = p - s ) .
П осле реш ен и я (ин тегри рован и я) уравн ен и я М ал ьту са  получает

с я  д ва  у равн ения: в  осях  [х]—t

и в  полулогариф м ич еских  осях  1п[х]-?

1п[х]= 1п[х0]+ г ? (

гд е  [хо] ~  н ачальная концентрац ия м икроорганизм ов (при  f=0).
А н ал и з п оследнего  уравн ен и я п озволяет  об ъ я сн и ть  с учетом  

значений  /л и  е  х о д  кривой  роста  числен н ости  поп уляц и и  (и ее  био-
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м ассы ). В  л а г-ф азе  f t  и  е  равн ы  н улю , п оэтом у  н екоторое  вр ем я  зн ач е 
ние 1п[х] о с та е т ся  п остоян н ы м  (равн ы м  1п[хо]). Затем  р  п остеп ен но 
во зр астает  д о  з н ач ен и я  п ри  отсутстви и  см ертн ости  (е=0). Э том у 
сл у ч аю  соотв етств у ет  ф аза  у ско р ен и я  ро ста . В эксп он ен ц и альн ой  ф а
зе а  см ер тн о сть  по -п р еж н ем у  о тсу тству ет  (н е  ли м и ти рован н ая
по  су б стр атам  п и т ательн ая сред а , н езн ачи тельн ое  содерж ание в  ней 
вредн ы х  п род уктов  обм ен а). О д н ако , п о  м ере  истощ ения питательн ой  
среды  удел ьн ая  ско р о сть  ро ста  н ач и н ает  все бы стрее  сниж аться  
(ц<цтса) и  по я вл яется  см ер тн о сть  (с>0), но ft>s. Э той  ситуац ии  соот
в етствует ф аза  зам ед л ен и я  ро ста . В  стац и о н ар н о й  ф азе  значения 
у д ел ьн о й  скорости  ро ста  и  у д ел ьн о й  ско р о сти  отм и ран и я сравн и ва 
ю тся (>=£), ко эф ф и ц и ен т естеств ен н о го  п р и р о ста  г  становится  р а в 
ны м  нулю  и р о ст  к о н ц ен тр ац и и  м и кроб н ой  поп уляц и и  п р екращ ается  
(1п[х] с тан о в и тся  п остоян н ы м ). В  ф азе  о тм и р ан и я  з н ачен и е  е начи нает 
преобладать  н а д  j j  (£>/л, г<0), и  к о н ц ен тр ац и я м икробной  п опуляции  
сниж ается.

П р и  п р о и зво д ств е  б и ом ассы  р еж и м  культи в и рован и я стрем ятся 
по  во зм о ж н о сти  вести  с м акси м ал ьн о й  скоростью , когда

’М, а п осле  и н тегр и р о ван и я  1п[х]=1п[х0]+  /-1тш1 , 

что  со о тв етств у ет  эксп о н ен ц и ал ьн о й  ф азе  н а  к ри вой  ро ста  (в о тсутст
вии л аг-периода).

Е сли  п ред п олож и ть , ч то  р азм н ож ен и е  м и кробн ы х  к леток  п рои с
ход и т п р о сты м  д елен и ем , то  за  к аж дое  поколение  коли чество  клеток  
будет  у д ваи в аться , и через п  по сл ед о вател ьн ы х  п околен и й  вы рази тся  
ф орм улой

Ы = к ] - 2 \  или  [ * ] - № *  
где g — п р од олж и тельн ость  ж и зн и  одн ого  п околен и я (врем я удвоени я 
ч и слен н ости  п опуляции).

П о сл е  л огар и ф м и р о в ан и я  это го  уравн ен и я получи м

1пН=1пЫ+̂ . , .
8

И з р авен ст ва  д ву х  у р авн ен и й  д л я  нахож ден и я зн ачен и я In  [х], 
получи м

_ 1 ч 2 _ 0.693 

Мат g  8
Э та ф о р м у л а  свя зы вает  у д ел ьн у ю  скорость  ро ста  концентрац ии  

м и кроб н ой  п о п уля ц и и  и вр ем я  ген ерац и и  g .  О предели в, н априм ер,



п о д  м и кроскопом  среднее значение  вели чи н ы  g , м ож н о  вы числить 
значение  у дел ьн о й  скорости  роста.

В ели чи н а  д  п редставляет одну из наиболее  в аж н ы х  характери 
сти к  как  сам о го  организм а , т ак  и  услови й  среды . В  вы раж ен и и

4*1 М
М= г 

[х
ч и сли тель  <фг] /  d t  яв ляется  абсолю тны м  при ростом  концентрации. 
П осле  делен и я его  на к он ц ен трац и ю  [х] п олучаем  относительную , 
или  у д ел ьн у ю  скорость  ро ста  д  с разм ер н о стью  Т '1 (м и н '1, ч а с '1, или 
1/мин, 1/час). Т аким  образом , д л я  нахож ден и я значения д  м ож но ис
п ользовать  вели чины  g , весовой  прирост биом ассы  или  прирост вели
ч и н ы  рассеи ваю щ ей  способн ости  сусп ен зи и  клеток , найденны й с по
м ощ ью  Ф Э К а.

Зн ачен и е  д  зав и си т  от  концен трац и и  лим и ти рую щ его  (обычно 
о сн ов н ого , п р и  избы тке остальны х  ком понентов) субстрата питатель
н о й  среды  S. С огласно  уравн ен и я М оно

гд е  K s  -  су б стратн ая константа, численн о равн ая концентрации суб
страта , п р и  к оторой  д  =  0,5р тах.

Э то уравн ен и е  напом ин ает у р авн ен и е  М ихаэлиса-М ентен  для 
скорости  ф ерм ентативной  реакц и и , поскольку  п р и рост  биомассы 
обесп ечи вается  работой  ф ерм ентов. Е м у, опять ж е, соответствует 
граф ик к ри вой  с н асы щ ением , д л я  которого  д  =  у тах при  [S] ~  10К$ 
(рис. 3.5).

Дтгс 

Umax

О Ks IS]

Р и с . 3 .5 . Зависим ост ь уд ел ь н о й  скорост и  р о ст а  
от  кон цент рации  субст рат а

В еличин а K s  так  ж е, к ак  и  ц,„ах, яв ляется  важ ны м , генетически 
детерм инированны м  п о казателем  м икроорганизм а.



Д р у ги м  су щ еств ен н ы м  ф актором , вли яю щ и м  н а  ск орость  роста  
п о п уля ц и и  м и к роорган и зм ов , м о ж ет б ы ть  кон ц ен трац и я п родуктов 
м етаб о л и зм а  в о к руж аю щ ей  среде. С о гласн о  исследованиям  академ и 
к а  Н .Д . И ер усали м ского  с сотр ., зав и си м ость  у дельн ой  скорости  р о с 
т а  от  к о н ц ен тр ац и и  п р о д укта-и н ги б и тора  м о ж ет бы ть вы раж ена 
уравн ен и ем  н еко н к у р ен тн о го  то рм ож ен и я энзи м атических  реакций

гд е  [Р ] -  кон ц ен трац и я п родук та-и н и ги би тора; К Р -  кон стан та  и н ги 
бирован ия, численн о  р авн ая концен трац и и  [Р ], при  которой 
ц  =  0,5 р тах.

Г раф и ч ески  у р авн ен и е  И ер усали м ского  вы раж ается  кривой 
(рис. 3.6).

С овм естное  д ей ств и е  н а  р  кон ц ен трац и й  [5] и [Р ] вы раж ается  
уравн ен и ем  М о н о-И ерусали м ского

Р и с . 3 .6 . З ави си м о ст ь  у д е л ь н о й  ско р о ст и  р о с т а  о т  кон цент рации  
прод укт а -и нги б и т о р а

3.5 . К и н е т и к а  р о с т а  п р о т о ч н о й  к у л ь т у р ы
М етод  п р о точ н ого  к ул ьти в и р о ван и я  п ри ш ел  в  биотехнологию  из 

хим и ч еск ой  техн ологи и . П р и н ц и п  проточ ного  культивировани я со 
стои т в то м , что в ем кость , где разм н ож аю тся м икроорганизм ы , н е 
преры вн о  п о д ается  свеж ая  п и т ательн ая сред а  и  одноврем ен н о  о тб и 
р ается  и з  н ее так о й  ж е  о бъем  культуры . П о это м у  прин ц и п у  работаю т 
два  разли чн ы х  п роц есса  культи ви рован и я: процесс  полн ого  вы тесне
ния и  п р оц есс  по л н о го  (и д еальн ого ) см еш ения.

В первом  случае  ем кость  д л я  вы ращ и ван и я м икроорганизм ов по 
ф орм е п р ед став л яет  собой  тр у б у  -  тубулярн ы й  ф ерм ентатор , в  кото 
р ы й  с л и н ей н о й  ск оростью  и  (м /час) втекает  сред а  (с  концентрац ией



[■So]) и  посевной  м атери ал  (с  ко н центрац ией  [хо]). П ерем еш и в ан и е  не 
п рои зводи тся  (п роц есс  анаэробн ы й). П о х оду  дви ж ен и я  ж идкости 
п рои сход и т сн и ж ен и е  концен трац и и  су б стр ата  н а  вы ходе и з  аппарата 
(с  рабочей  длиной  1р)  д о  значения [5V] и  п ов ы ш ен и е концентрац ии  
биом ассы  д о  значения [хк] (рис. 3.7).

В  прои зводствен н ы х  усл о ви ях  тубулярн ы й ф ерм ен татор  после 
зап уска  сам  себ я  о б есп ечи в ает  инокулятом  п утем  части чн ого  возвра
та  биом ассы  с вы хода  (рис. 3 .8). Д оля п отока  U  (объем ная скорость, 
м 3/час), к оторая  возв ращ ается  н а  в х о д  ф ерм ентатора, равн а  а. Путем 
отстаи ван и я и ли  цен три ф уги ров ан и я п рои зводят концентрирование 
биом ассы , п одаваем ой  н а  в х о д  ф ерм ен татора , поэтом у  в первом  при
б лиж ении  м ож но  счи тать , что  ее о бъем  н е  вли яет н а  скорость  потока 
U  и  кон ц ен трац и ю  субстрата  [50] на вх о д е  ( о « 1 ) .

П р и м ером  практи ч еского  п рим енен ия тубулярн ого  ф ерм ентато
р а  яв л яется  прои зводство  п ива в  б аш енны х  (вертикальны х) проточ
н ы х  ем костях . А н алоги чн ая кар ти н а  наблю дается  в  батарее последо
вательно со ед и н ен н ы х  10-12 проточ н ы х  ф ерм ентаторов, используе
м ой  при прои зводстве  эти лов ого  спирта.

Р и с . 3 .7 . И зм ен ен ие  к он цент рации  биом ассы  (а) по  д ли не
тубулярного ф ермент ат ора (б) при нелимитированном (I) 
и ли м и т ированн ом  (2) кон цент рацией  суб ст р а т а  р о ст е
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Р и с . 3 .8 . С хем а р а б о т ы  т убулярн ого  ф ерм ен т ат ора
с  част ичны м  во звр а т о м  биом ассы . С -с е п а р а т о р  
(цен т риф уга  или  от ст ойн ик)

В  п роц ессе  по л н о го  см еш ен и я  рост  к у льтуры  п рои сходи т в ф ер 
м ен таторе  при  ин тен си вн ом  перем еш и ван и и . П ерем еш и в ан и е  д о сти 
гается  п р од уван и ем  возд уха  (б арботаж ом ) или  работой  м еш алки , л и 
бо обои м и  эти м и  сп о со б ам и  о дн оврем ен н о . В о всей  м ассе  культуры  
у слови я д олж н ы  бы ть со верш ен н о  о д инаковы м и. Э то т  м етод  к у л ьти 
ви рования н азы в ается  т ак ж е  го м оген н о-п роточн ы м . В  ф ерм ентаторе 
создаю тся услови я, соотв етств ую щ и е лю бой  то ч ке  кривой  ро ста  в  ф а 
зе зам едлен и я р о ста  (о т  к о н ц а  э ксп о н ен ц и ал ьн о й  ф азы  д о  начала  ста
ц ионарн ой). В  у стан о в и в ш ем ся  реж и м е  скорость  разбавлен и я D =U /V  
(U  -  об ъ ем н ая  ско р о сть  п од ачи  питательн ой  среды ; V  -  рабочи й  об ъ 
ем  ф ерм ен татора) равн а  у д ел ьн о й  скорости  ро ста  числен н ости  поп у
ляции. С и стем а  о б л адает  сп особ н остью  автом ати чески  п одстраи вать
ся  к  и зм ен и вш и м ся у слови ям  к у льти в и рован и я ([So], D ) и зм енением  
скорости  р о ста  (ц) и  к о н ц ен тр ац и и  б и ом ассы  ([.с]).

П ри  тако м  сп особ е  к у льти в и рован и я нельзя  п о лучи ть  устой ч и 
вое  состоя н и е  систем ы  то л ько  при  м акси м альн ой  скорости  роста 
(Ртах)- Н езн ачи тельн ое  повы ш ен ие  скорости  протока  (D ) или  возд ей 
ствие, зам едляю щ ее рост , п р и в о д и т к  то м у , что  скорость  ро ста  оказы 
вается м ен ьш е скорости  п р отока , и ку л ьту р а  бы стро  вы м ы вается  из 
ф ерм ентатора.

В о сп р о и звед ен и е  в  п роточ н ом  ф ерм ен таторе  оп ределенной  то ч 
ки к ри вой  р о ста  ш и роко  и сп о л ьзу ется  в биотехнологии . Х орош о о т
р аб отан н ы й  п ер и о д и ч ески й  процесс  вы ращ и ван и я м и кроорганизм ов 
экон ом и ческ и  вы годен , та к  как  ку л ьту р а  н епреры вно  н аходится в со 
стоя н и и  м акси м альн ой  ак ти в н о сти , и н е  трати тся  врем я на загрузку  и 
вы грузку  ап п ар ата , п рохож ден и е  лаг-периода.



В  ф ерм ентаторе п олного  см еш ен и я у п р ав л ен и е  скоростью  роста 
о бы ч н о  осущ еств ляю т п у тем  лим и ти рован и я о д н и м  суб стратом  при 
нелим итирую ш и х  кон центрац иях други х  к ом п о н ен то в  питательной 
среды . П о скольку  р о ст  м икроорганизм ов р е гу л и р у ю т  хим ические 
ф акторы  среды , так о е  н еп реры вн ое  культи в и рован и е  назы в аю т хемо- 
статны м . Э то т  м етод  в  би отехн ологи и  исп ользуется  при  наращ ивании 
биом ассы .

Х е м о с т а т н ы й  м е то д  к у л ь т и в и р о в а н и я  б ы л  и зобретен  и его 
тео р и я  о б осн ован а  в  1950 г. одноврем ен н о  и  незави си м о  М оно во 
Ф ран ц и и  и Н ови ком  и С ци лардом  в  А м ерике.

В  соотв етств и и  с  этой  тео р и ей  рост  культуры  характеризуется 
хем остатн ой  кривой , отраж аю щ ей  зав и си м ость  п лотн ости  популяции 
м и к роорган и зм ов  в  состоя н и и  равн о веси я  [* ]от к он центрац ии  посту
п аю щ его  в  ап п арат  субстрата  [So] и  скорости  разбавления D.

Р ассм отри м  баланс  б и ом ассы  п р и  хем остатн ом  культивирова
н и и  (рис. 3 .9).

P.I <  

>
Ъ

V

С = С

L

м
м

К З

Р и с . 3.9 . С хем а р а б о т ы  хем о ст а т а

У велич ен ие  концен трац и и  м и кроорган и зм ов (п р и р о ст  биом ас
сы ) за еди н и ц у  врем ен и  в  единице  рабочего  о б ъ ем а ап п ар ата  (хемо
стата)

У б ы ль б и ом ассы  за  это  ж е врем я

= А А .



И зм ен ен и е  к о н ц ен тр ац и и  б и ом ассы  за  е ди н и ц у  врем ен и

^=дИ-оИ=И(л-с).
В  состоя н и и  у стан о в и в ш его ся  р авн овеси я d [x]/d t =  0 , ji =  D. 
В ел и ч и н а  р. зав и си т  о т  к о н ц ен тр ац и и  су б стр ата  (уравн ение М о- 

но). В  состоя н и и  р авн овеси я

гд е  [5 ] (S  с  ти л ьд о й ) -  р авн о весн ая  к о н ц ен тр ац и я субстрата. И з этого  
у р авн ен и я о н а  р авн а

Р авн о весн ая  к о н ц ен тр ац и я биом ассы

М=^,(Ы-Й),
где Y x/S-  э ко н о м и ч ески й  к о эф ф и ц и ен т, р авн ы й  коли честву  биом ассы  
х, п о л учаю щ ей ся из ед и н и ц ы  м ассы  су б стр ата  S.

П одставляя в  это  у р авн ен и е  п олучен н ое  вы ш е равн овесн ое  зн а
чение к о н ц ен тр ац и и  [?], п о лучи м  у р авн ен и е  хем остатн ой  кривой

[гЬч кь^ Ы ’
связы ваю щ ее м еж ду  собой  зн ач ен и я  [*], [5г(] и  D . Д в а  последн и х  п а
р ам етра  о п ератор  м о ж ет и зм ен ять , вли яя  тем  сам ы м  н а  [т ] .

Г раф и ч ески м  о траж ен и ем  у р авн ен и я  хем остатн ой  кривой  явля
ется  с ам а  х ем остатн ая к ри вая (рис. 3 .10).

Н а  этих  граф и ках  к р и ти ч еское  зн ачен и е  D Kp соотв етств ует  зн а
чени ю  скорости  р азб ав лен и я, п р и  к оторой  п рои сходи т вы м ы вание 
культуры  из ф ерм ентатора.



Р и с . 3 .10 . Х ем о ст а т н ы е  к ривы е  
У дельн ая прои зводи тельн ость  ф ерм ен татора  по биом ассе в рас

чете н а  е ди н и ц у  р аб о ч его  об ъ ем а  в  еди н и ц у  врем ени 
Л >а = £ > [* ].

Н а  х ем остатн ой  т<ривой д л я  конкретного  реж им а культивирова
н и я  (т. С  на рис. 3 .8) значению  Ryt  соответствует площ адь заш трихо
ван ного  прям оугольн и ка . Л егко  показать , ч то  зависим ость R vd от D  
о траж ается  кривой  с м акси м ум ом  (рис. 3 .1 1).

Р и с . 3 .11 . В лиян ие скорост и  р а зб а вл ен и я  на  удел ьн ую  
производ ит ельност ь хем ост ат а

Ч тоб ы  найти  значен и е  D ^ ,,  п р и  котором  Rya п р и н и м ает  м акси
м альное значение , н еобходи м о  най ти  п роизводную  dR ya /  dD  и при
равн ять  ее  к  нулю , откуда

П одстав и в зн ачен и е  D op, в  у равн ение д л я  Rya, п о лучи м  значение

я - ™ ,  М .



Э т о м у  оп ти м аль н о м у  р еж и м у  к у льти в и рован и я соответствует 
степ ен ь  п р ев р ащ ен и я  субстрата

,  - M i l

которая п о к азы вает , какая  д о л я  субстрата , поступ аю щ его  в хем остат, 
превращ ается  в  п р о д у к т  (б и ом ассу ) п р и  [s„prJ (когда  D  = D opr).

З.б. О б л а с т и  п р и м ен ен и я  п р о м ы ш л е н н о й  м и к р о б и о л о г и и
П ром ы ш лен н ая м и к роб и ологи я реш ает  чрезвы чай н о  ш ирокий  

круг проблем , которы е, в  зав и си м ости  о т  ц елевого  продукта , обы чно 
п одразделяю т н а  след ую щ и е тип ы :

1. Ц елевы м  продуктом  яв л яется  м и кроб н ая м асса  в  целом  (дрож 
ж и, м и кроводоросли  и  др.).

2. Ц елевы м  п род уктом  яв л яю тся  биохи м и ч ески е  продукты  слож 
ного  строен и я, в ы д еляем ы е м и кроорган и зм ам и  в  п роцессе 
к у льти в и рован и я в  ср ед у  или  получаем ы е из б и ом ассы  (ан ти 
б и оти ки , ви там и н ы , о р ган и чески е  к и слоты , ф ерм енты , сп и рты  и

др.).
3. Ц ел ью  п роц есса  яв л яется  о сущ еств лен и е  слож н ы х  х и м и ч ески х  

п ревращ ен и й  с и сп ользован и ем  ф ерм ентативной  активности  
м икроорган и зм ов.

4. Ц ел ью  п роц есса  яв ляется  о ч и стка  н екоторой  среды  о т  н еж ел а
тел ьн ы х  к о м п он ен тов  (очи стка  сто ч н ы х  вод , депараф ини зация 
н еф ти  и  др .).

5. Ц елью  п роц есса  яв ляется  получен и е  цен н ы х  м еталлов (м и кро
б и о л о ги ч еск о е  в ы щ елачи в ан и е  м еталлов  из руд).

Д о  сер ед и н ы  X X  века  в  пр о м ы ш л ен н о й  м и кроби ологи и  п реоб
л ад али  прои зводств а , в  осн ов е  ко то р ы х  леж али  п роцессы  брож ения, 
и сп ользую щ и е сы р ье  пр еи м у щ ествен н о  у глевод н ой  природы . И з 
п рои зводств , и сп ользую щ и х  аэр о бн ы е проц ессы , следует назвать  п о 
лучен и е  ан ти би оти ков , о р ган и чески х  ки слот  и  биом ассы , получаем ой  
опять ж е  и з  у гл ево д н о го  сы рья.

3 .6 .1 . Т р а д и ц и о н н ы е  м и к р о б и о л о г и ч е с к и е  п р о и з в о д с т в а
В  качеств е  сы рья и сп о л ьзо вал и  углеводы  р асти тельн ого  п р о и с

хож д ен и я . Д л я  питан и я м и к роорган и зм ов  треб ую тся м он о- и  д и сах а 
риды . В  это м  отн ош ен и и  п р и го д н о  п о сл е  н еслож ны х  п роцедур подго 
тов ки  сы рье , сод ерж ащ ее  сахар : сахарн ы й  тростник , сахарная свекла,



м еласса  (сироп , п олучаю щ ийся после извлечен и я кристаллического  
сахара и з  концен три рован н ого  сока  сахарного  тр о стн и ка  или  свеклы ), 
ф руктовы е соки.

В торой  ти п  углеводного  сы рья -  кр ахм ал, сод ерж ащ и й ся в  се
м енах  х леб н ы х  злак ов (кукурузы , яч м еня, овса, рж и , п ш ен ицы , сорго 
и др .), солоде, картоф еле, батате, зем лян ой  груш е, м аниоке и  т.д . П е
р ед  использован и ем  д л я  культи в и рован и я м икроорганизм ов сырье 
п одвергается  о сахариван ию , в результате  чего  получаю тся сбраж и
ваем ы е сахара. О сахари ван и е  осущ ествляется  п утем  ки слотного  или 
ф ерм ен тати в н ого  гидролиза. В  качеств е  ф ерм ентативны х препаратов 
п ри м ен яю т солод , получаем ы й  из сем ян  х л еб н ы х  злаков, или фер
м ен ты  плесн ев ы х  гр и б о в  и б актерий . С олод  -  продукт, получаемы й 
при  п роращ и вании  сем ян  злаков. А м и лазы  синтезирую тся в  алейро
н овом  слое  зерн овки  и  ги д роли зую т крахм ал эндосперм а. Такое оса- 
хари в ан и с  -  и нж ен ерн о-эн зи м ати чески й  процесс.

Т р ети й  ти п  углеводн ого  сы рья -  древесн ы е (обрезки , щепки, 
струж ки , оп и лк и ) и  сельскохозяй ствен ны е (кукурузны е початки, 
стебли  сахарн ого  тр о стн и ка  после и звлечен и я сахара, льн ян ая костра, 
ш ел у х а  хло п ко вы х  сем ян , овсян ая м яки н а) отходы . И х осахариваю т 
п у тем  серноки слотн ого  гидролиза, после чего  раств ор  нейтрализую т 
щ елочью . П о лучаю т сульф итны е щ елока. О сахареннос  (технологиче
ское) сы рье  становится пригодны м  д л я  н еп осредственного  использо
ван ия в м икроби ологи ческом  п роизводстве. Н иж е конспективно бу
д у т  п ри в ед ен ы  п рим еры  тради ц и он н ы х  м и кроби ологи чески х  произ
водств.

П о л у ч е н и е  э т а н о л а .  П о лучаю т п утем  сп и ртового  брож ения с 
участи ем  дрож ж ей  у глевод н ого  сы рья. В п о следнее врем я интенсив
но изучается  п роблем а п олучени я этан ола  с пом ощ ью  бактериальны х 
культур  Z ym om onas m obilis, которы е и м ею т в  несколько  р аз  больш ую  
ск орость  потреблен и я углеводов и образования сп ирта, а  т ак ж е вы со
кий  вы ход  е го  (до  95%  о т  теоретического ).

И сп ользован и е  сп и рта  о бщ еизвестн о : горю чее  (в чистом  виде 
или в см сси  с  бен зи н ом ) д л я  д ви гателей  вн утреннего  сгоран и я ; в м е
диц и н е  и  бы ту; сы рье  д л я  х и м и ч ески х  п роизводств ; раств ори тель; для 
получен и я п и щ е в о ю  и корм ового  белка; в  качеств е  сп и ртового  н а
пи тка  и др.

П и в о в а р е н и е . Э то  п роизводство  н апитков и з  солода  путем  
сбраж иван ия д рож ж ам и экстрактов из проросш и х (осолож ен н ы х) се 
м ян хлебн ы х  злаков. П родукт -  пиво, а такж е квас, п олучаем ы й  пу-
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тем  со ч етан и я  сп и ртового  и  м олочн оки слого  брож ения. С ы рье  -  зла 
ки.

В и н о д е л и е . П родукт ви н одели я -  ви но -  получаю т п утем  н ор
м ал ьн о го  сп и р т о во го  брож ен и я сока  и з  зрелого  и  н еи спорч енного  в и 
н о гр ад а  и  вы д ер ж и в ан и я  в  подвале . К реп ость  -  8-9% .

С п и р т о в ы е  н а п и т к и . К  ним  относятся: р о м  (п олучаю т и з  са 
хар н о го  тро ст н и к а ); ви ски  и  во д к а  (и з  зерен  хлебн ы х  злаков); брэн ди  
(и з  сб рож ен н ого  ф руктов ого  су сл а  или  затора), сю да  о тн о ся т  кон ьяк  
(ко н ьяч н ы й  бр эн ди  и з  ви н о 1р а д а ); дж и н  (ди сти лляц и я в  присутстви и  
м ож ж евеловы х  ягод ); настой ки  и  л и кер ы  (п олучаю т п у тем  настаи в а
ния о ч и щ ен н ого  сп ирта, бр эн ди  н а  п лодах , цветах и л и  ц ел ы х  расте 
н иях , а  такж е см еш и в ан и ем  сп и р т а  с  отж аты м  из них соком ). В се  это  
креп к и е  ал к огольн ы е н апитки .

Д р о ж ж и  и  д р о ж ж е в ы е  п р о д у к т ы . П о л у ч аю т пекарски е , п и в
н ы е, п и щ евы е и корм овы е д рож ж и . П и щ евы е д р о ж ж и  богаты  б ел ка
м и и ви там и н ам и  гр уп п ы  В . К о рм овы е д р о ж ж и  -  ценны й п р о д у к т  д ля  
корм лен и я к руп н ого  р о гато го  ск о та  (К Р С ), сви н ей  и  други х  сельско
х о зяй ств ен н ы х  ж и в отн ы х . В  кач еств е  сы рья и сп о л ьзу ю т м елассу , 
с ульф и тн ы й  щ елок , куку р у зу , м о л о ч н у ю  сы воротк у , ги д роли зов ан 
н ую  б ард у  (отход  сп и р то во го  прои зводств а), отходы  п о сл е  сб р аж и в а 
н ия д р евесн о го  сахара.

П р о д у к т  д ан н о го  п р о и зво д ств а  — б иом асса , м и кробиологический  
п роцесс -  аэробн ы й.

Г л и ц е р и н о в о е  б р о ж е н и е . П о л у ч аю т глицерин  путем  сб раж и в а
ния при  у ч асти и  д р о ж ж ей  м елассы , ги дроли затов м уки  из пш ен и ц ы  и 
др у ги х  з лаков .

А и е т о б у т и л о в о е  б р о ж е н и е . П родуктам и  б рож ения являю тся 
ац ето н  и бутан ол . С ы р ь е  -  гидролизаты  к рахм ала, д и сахариды , м е 
ласса , ги д р о л и зат ы  отход ов  растен и еводства.

А и е т о э т и л о в о е  б р о ж е н и е . П родукты  -  ацетон  и этиловы й 
спирт. С ы рье  -  кукуруза, картоф ель , м еласса, гидролизаты  отходов 
р астен и ев од ств а.

Б у т и л о и з о п р о п и л о в о с  б р о ж е н и е . П родукты  -  бутиловы й и 
и зо п р о п и л о в ы й  спирты . С ы рье  -  ги дроли заты  древесины .

У к с у с . П о лучаю т в  резу л ьт ате  сп и ртового  (ан аэробн ого ) и  сл е 
ду ю щ его  за  н и м  у ксу сн о ки сл о го  (аэробн ого ) брож ен и я субстратов , 
со д ер ж ащ и х  сах ар  и крахм ал. С остав уксуса  в известн ой  степени  за 
ви си т о т  х ар актер а  сы рья , сп особов п риготовления , вы держ и ван и я и 
х р ан ен и я . К ром е уксусн ой  ки слоты  м о ж ет содерж ать  небольш ие ко 



л и ч ества  сп ирта, глицерина , эф иров и  др . С ы рье  -  ви но, яблочн ы й 
сок , мед.

К и с л о м о л о ч н ы е  п р о д у к т ы . К  н и м  отн осятся  аци доф и ли н , ке
ф ир, кум ы с, ягурт , п ахтан ье  и др . П олучаю т п у тем  молочнокислого  
брож ен и я и з  м о лока  сельскохозяй ствен ны х  ж ивотны х.

П о л у ч е н и е  с ы р а .  С ы р  -  п родукт, приготовленны й из творога, 
которы й  получается  в  р езультате  сверты ван и я казеина (белка) цель
н о го  и ли  обезж и ренного  м олока или  м олока после добавления к  нему 
сливок. С верты ван и е  м о лока  п рои сход и т под  воздействием  сы чуж но
го  или  к акого -ли б о  д р у го го  аналогичного  ф ерм ента, или  ж е вследст
вие м олочн оки слого  брож ения , а и н огд а  п од  совм естны м  влиянием 
ф ерм ен та  и м олочн ой  кислоты . В аж н ую  р о л ь  в созревании  сы ра иг
р аю т  п р оп и он овоки слы е б актерии , определяю щ ие такж е его  вкус, ко
то р ы е  п оп адаю т в сы р  с сы ч уж н ы м  ф ерм ентом , представляю щ и м  со
б о й  водн ы й  э кстракт  и з  телячьи х  ж елудков. С ы рье  -  м олоко овечье, 
козье , коровье, кобы лье.

П р о п и о п о в о к и с л о е  б р о ж ен и е . П родукты  б рож ения -  пропио- 
н овая  и  у ксу сн ая  кислоты . С ы рье -  у глеводы  (лактоза  и  др.).

П о л у ч е н и е  2 ,3 -б у т и л е н г л н к о л я . П олучаю т п утем  брож ения из 
ги д р о л и зато в  древеси н ы , пш ен и чн ой  м уки, кукурузного  крахм ала и 
др . П род укт яв ляется  и сходны м  сы рьем  д л я  п олучени я синтетическо
го  каучука, анти ф ризом  ("незам ерзаю щ ей" ж идкостью ) и органиче
ск и м  р астворителем .

П о л у ч е н и е  а м и л а з ы . А м и лаза  -  экзоф ерм ент, образуем ы й бак
териям и . С ы рье  -  к рахм ал, п ш ен ичны е отруби , барда.

П о л у ч е н и е  р и б о ф л а в и н а .  Р и боф лави н  (ви там ин  В г) образуется 
б актериям и . С ы рье  -  яч м ень, кукуруза, просо , о вес, рож ь, сорго  и  др.

Л и м о н н о к и с л о е  б р о ж ен и е . Л и м о н н ая  кислота образуется  плес
н ев ы м и  гри бам и  A sp erg illu s  n ig er  в  а эробн ы х  услови ях , используется 
при консерви рован и и  ф руктов , приготовлении  напитков, сы рье  -  ме
ласса.

Г л ю к о н о в о к и с л о е  б р о ж ен и е . Глю коновую  кислоту  образую т 
м ноги е  асп ерги ллы  и  пениц иллы . И спользуется  в м едицине и ветери
нари и  в ви де  гл ю ко н ата  кальция. П о лучаю т п утем  сбраж иван ия рас
тв о р о в  глю козы .

Ф у м а р о в о к н с л о е  б р о ж ен и е . П родук т -  ф у м аров ая  кислота, 
прим ен яется  при прои зводстве  п ластм асс. О бразуется  плесневы м и 
гри бам и , процесс  аэробн ы й. С ы рье -  углеводн ое  (глю коза, ф руктоза, 
сахароза, крахм ал и др.).



Г а л л о в а я  к и с л о т а .  Г алловая  (три окси бен зой н ая) к и сл о та  об р а
зу ет ся  п у тем  б р о ж ен и я  с уч асти ем  плесн ев ы х  гри бов. П ри м ен яется  
п р и  леч ен и и  ко ж н ы х  б о л езн ей  (как  ду б ящ ее  вещ ество), как  краска, 
ч ерн и ла . С ы р ь е  -  э кстракты  тан н и н а  (ф ен ольн ы е соеди н ен и я расте 
ний).

И т а к о и о в а я  к и с л о т а .  О б разуется  аспергиллам и . П ри м ен яется  
при  п рои звод ств е  п л астм асс , п о в ерхн остн о-акти в н ы х  вещ еств (П А В ), 
си н тети чески х  преп аратов . С ы рье  -  у глевод н ое  (глю коза , кукурузн ы й  
экстракт и  др .).

О б р а з о в а н и е  м а н п и т а .  М н огоатом н ы й  сп и р т м ан н и т о б р азу ет 
с я  плесн ев ы м и  гри б ам и  п у тем  сб раж и в ан и я гл ю к озы  и  д р у ги х  гексоз. 
И сп ользуется  д л я  получен и я П А В , си н тети ч ески х  см ол , олиф ы .

О б р а з о в а н и е  ж и р а .  Ж и ры  о б разую тся плесн ев ы м и  грибам и , 
сы р ье  -  техн и ческая гл ю к о за  (п о л у ч ен н ая  при  ги д р о л и зе  д ревесины ). 
Ж иры  -  просты е, со сто я т  пр еи м у щ ествен н о  из гл и ц ери д ов  стеар и н о 
вой , п альм и ти н овой , олеи н о в о й  и  ли н о л ев о й  кислот.

А н ти би оти к и . Э то вещ ества , об р азу ем ы е ж ивы м и орган и зм ом  и 
сп особн ы е угн етат ь  или  у б и ват ь  м и кроорган и зм ы . Б ольш и н ство  а н 
ти б и оти ков  и з  ч и сл а  и зу ч ен н ы х  в  н астоя щ ее  вр ем я  образую тся гри 
б ам и  (п сн и ц и ллам и , акти н о м и ц етам и , асп ерги ллам и ) и  б актериям и . 
Д л я  п ол у ч ен и я  ан ти би о ти ко в  и сп ользуется  разн ое  сы рье, о т  чего  в 
о п ределен н ой  степ ен и  зав и си т и х  стоим ость. Т ак , д л я  п о л учен и я п е
н и ц и л ли н а  тр еб у ется  только  угл ево д н о е  сы рье  (кукурузн ы й  экстракт , 
л актоза, гл ю к о за , м еласса), а  д л я  п о л у ч ен и я  стреп том и ц и н а в  д о п о л 
нен и е  к  угл ево д н о м у  с ы р ью  н у ж ен  белков ы й  к о м п он ен т -  пептон, 
м ясной  экстракт .

П р и в еден н ы й  н еп олн ы й  перечен ь  тр ад и ц и о н н ы х  м икроби ологи 
чески х  п р о и зво д ств  св и детельствует  о  м н о гооб рази и  получаем ы х  
продуктов и  ш ироком  ди ап азо н е  о б л астей  и х  п рим енен ия. Б о льш и н 
ство  продуктов эти х  п р о и зво д ств  отн оси тся к продуктам  вторичного  
м етаболизм а.

В о  в торой  полов и н е  X X  век а  п оя ви ли сь  н овы е м и кроби ологи че
ски е  п рои звод ств а , часто  связан н ы е с  и сп ользован и ем  нетради ц и он 
ного сы рья . К  так и м  н о в ы м  нап рав лен и ям , в  ч астн ости , относи тся 
пр о и зво д ств о  белка.

3 .6 .2 . П о л у ч е н и е  б е л к а  и з  н е у гл е в о д н о го  с ы р ь я
Б елки  яв л яю тся  важ н ей ш и м  к о м понентом  продуктов питания 

ч ел о в ека  и  корм ов сел ьскохозяй ствен н ы х  ж ивотны х. О днако соя и



д руги е  растения с вы соким  содерж анием  белка п л о х о  поддаю тся 
культи в и рован и ю  н а  м н оги х  территориях  н аш ей  страны . О дним  из 
н етради ц и он н ы х  источ ников получен и я корм ового  белка стало  и с
пользован и е  параф и нов неф ти. И з н и х  в п роизводственны х  установ
ках  н а  целом  р яд е  биотехн ологи ч ески х  производств получали  белко
во -в и там и н н ы е кон ц ен траты  (Б В К ) с участи ем  дрож ж ей  род а  канди- 
да. П о р яд у  п рич ин  о т  производства Б В К  и з  параф и нов н еф ти  при
ш л о сь  о тказаться  и  ф лагм ан  этой техн ологи и  -  К ириш ский  комбинат 
(Л ен и н градская об ласть) в  настоящ ее  врем я перепроф илирован на 
п рои зводств о  сп и рта  и з  пш еницы .

Б и о м а с с а  и з  м е т а н а .  В качестве сы рья для культивирования 
м и к роорган и зм ов и получен и я биом ассы  м ож ет бы ть использован 
м етан  -  основная составляю щ ая часть  природного  газа, которы м бо
га та  н аш а  страна. П роц есс  биосинтеза  н а  природном  газе связан с оп 
р ед елен н ы м и  трудностям и: н изкой  растворим остью  газа в питатель
н ой  среде, м ед лен н ы м  ростом  м етанокисляю щ их м икроорганизмов 
(представи телей  более  2 0  род ов) и  слож ностям и  аппаратурного ос
нащ ен и я процесса. Э ти  м и кроорган и зм ы  обладаю т повы ш енной по
т р еб н остью  в  ки слороде, азоте, ф осф оре и  м икроэлем ентах; в  процес
се окислен и я м етана  вы деляется  больш е теп ла  и  углеки слоты , чем 
при  окислен и и  углеводов . П ри о пти м альны х  для биосинтеза  соотно
ш ени ях м етана и воздуха (находящ ихся для л у чш его  растворения га
зов п од  д авлен и ем ) образуется  взры воопасная см есь , что  приобретает 
особое  значен и е  в  случае  орган и зац и и  крупнотон наж ного  производ
ства. Р азработкой  этой техн ологи и  заним аю тся.

Б и о м а с с ы  и з  о к и с л е н н ы х  п р о и з в о д н ы х  у гл ев о д о р о д о в . П ер
сп ективны м  сы рьем  для прои зводства  б ел ка  п ом им о м етана являю тся 
о к исленны е производны е углеводородов -  спирты  и  органические 
кислоты . Э ти  соеди н ен и я хорош о р астворим ы  в  воде  и  не взры во
опасны .

М е т а н о л .  Б актерии  на м етаноле образую т б иом ассу  с концен
трац и ей  78 ,3  г/л  и продукти в н остью  11 г/л-час, д рож ж и -  соответст
вен н о  140 г /л  и  15 г/л-час, однако  у  б актерий  содерж ание  белка в 
биом ассе 70-80% , а у дрож ж ей  л и ш ь 45 -60% . И спользуется  непре
ры вн ы й  процесс культивировани я биом ассы  м и кроорганизм ов для 
исп ользован и я в  качеств е  доб авки  к  корм ам  сельскохозяй ствен ны х 
ж ивотны х.

Э т а н о л .  В отли ч и е  от  м етанола от  н етоксич ен . В ы х о д  белка 0,7- 
0 ,8  г  на 1 г  этанола. Н екоторы е зарубеж н ы е ф ирм ы  С Ш А , Я понии,



Г ер м ан и и , И сп ан и и  и  др у ги х  стран  разраб отали  сп о со б ы  п олучени я 
п и щ ев о го  б ел ка  н а  этан оле , п р и год н ы е д л я  пром ы ш лен н ого  п рои з
во д с т в а  с  ц ел ью  вв ед ен и я п олучаем ого  пр о д у кта  в хлебоп екарн ы е и  
м ясн ы е и здели я.

У стан о в л ен о , ч т о  э тан ол  п р и м ен и м  в  качеств е  сы рья и для  м и к
роб н ого  б и о си н теза  н езам ен и м ы х  ам ин оки слот, в  частн ости  лизина.

У к с у сн а я  к и с л о т а .  П ри м ен ен и е  в  качеств е  сы р ья  д л я  п олучени я 
б и ом ассы  в  п ром ы ш лен н ы х  м асш таб ах  в н астоя щ ее  вр ем я  нерен та
бельно.

3 .6 .3 . П о л у ч е н и е  б е л к а  с п о м о щ ь ю  в о д о р о д н ы х  б а к т е р и й
О соб ен н остью  вод о р о д н ы х  бактери й  яв ляется  то , что  они  р азв и 

ваю тся за  с ч ет  ок и сл ен и я  в о д о р о д а  кислородом  возд уха , освобож дая 
при  это м  б ольш ое к о л и ч еств о  энерги и , к оторая  и сп ользуется  для  п о 
глощ ен и я угл ер о д а  из угл еки сл о ты  воздуха . О б м ен  вещ еств  у  в о д о 
р о д н ы х  бактери й  очен ь  лаби лен . О н и  м огут  оки слять  и о р ганические 
вещ ества, усваи вать  а зо т  в ф орм е солей , а так ж е ф икси ровать  атм о 
сф ерны й азот . В н и м ан и е  к  вод о р о д н ы м  бактери ям  вы звано  рядом  
причин. В о -п ер в ы х , и х  сп о со б н о сть  к  авто тр о ф н о м у  р о сту  о б есп еч и 
в ает  н езави си м о сть  прои зводства  б и ом ассы  о т  источ н и ков о р ган и ч е 
ского  сы рья . О н и  р асту т  з а  сч ет  э н ер ги и  окисления во дорода , асси 
м или руя н ео рган и ч ески е  к о м п он ен ты  (углеки слоту  и  м и неральны е 
соли). В о-вто р ы х , п р и м ен ен и е  в од ород н ы х  б актерий  п о зво л я ет  о су 
щ ествлять  эф ф екти в н ое  и сп о л ьзо ван и е  электроэн ерги и  путем  элек
тр о л и за  в о д ы  с ц елью  п ол у ч ен и я  водорода , а и з  н его  -  биом ассы . Н а  
1 к г  би о м ассы  р асх о д у ется  40-45  ки ловаттчасов энерги и . С лож ность  
тех н ологи и  к у льти в и рован и я в од ород н ы х  б актерий  свя зан а  с плохой 
раств о р и м о стью  во дорода  в воде  и в зры вооп асн остью  газовой  см еси 
(70 -80%  Н 2, 20 -3 0 %  0 2 и  3 -5%  С О г), находящ ейся п о д  д авлением . 
В озм ож н ость  и сп о л ьзо ван и я  б и ом ассы  вод ород н ы х  бактери й  в  каче
ств е  д о б авк и  к  к орм ам  сел ьско х о зяй ствен н ы х  ж и вотн ы х  свя зан а  со 
сп ец и ал ьн о й  пр ед вар и тел ьн о й  о б раб откой  ее. Р аб оты  в это м  н ап р ав
л ен и и  ведутся.

3 .6 .4 . Д р у г и е  э к с п е р и м е н т а л ь н ы е  м е т о д ы  п о л у ч е н и я  б е л к а
В ы р а ш н в а н и е  х л о р е л л ы . М и кровод оросли  -  один  и з  важ ны х

о б ъ ек то в  со вр ем ен н о й  б и отехн ологи и . И нтен сивное  их  культи в и ро
ван и е  в  п ро м ы ш л ен н ы х  биоустан овк ах  п озволяет  получать  биом ассу  
с в ы соки м  со д ер ж ан и ем  п олн о ц ен н ы х  б елков  и  р я д а  ви там инов ; при



со ответствую щ ем  подборе со става питательн ы х  с р ед  м икроводоросли  
м ож но  использовать  в  качестве продуцентов н езам ен и м ы х  ам инокис
лот. О пределен н ы й  ин терес  п редставляет исп ользован и е  м икроводо
ро сл ей , в том  числе хлореллы , в  автотроф н ом  звене зам кнуты х  био
техн и чески х  си стем  ж и знеобеспечения человека. М икроводоросли 
о б ладаю т вы сокой  устой ч и востью  (в ч астн ости , к дей стви ю  радиа
ции), ш и роки м и  ад аптацион ны м и возм ож н остям и  и  технологично
стью  п р и  и х  и спользовани и .

Д л я  культи в и рован и я хлореллы  и сп ользую тся установки  четы 
р е х  тип ов:

1. Закры тая циркулирую щ ая систем а. К ультиватор  одной из 
кон струкц и й  состои т и з  стеклянн ы х  тр у б  д иам етром  40  мм , между 
которы м и  находятся  газоразрядны е лам пы . Ц иркуляци ю  клеточной 
сусп ен зи и  осущ еств ляю т ц ен тробеж н ы е насосы .

2 . Закры тая гл уб и н н ая систем а. К ультиватор  п редставляет собой 
о тн оси тельн о  гл у б о ку ю  ем кость, в  которой культура  освещ ается сна
руж и  или  л ам пам и , п огруж енн ы м и в суспензию . П еремеш ивание 
осущ еств ляю т с пом ощ ью  м еш алок  или  барботаж а.

3 . У стан ов ка  откры той  глуби н н ой  систем ы . П редставляет собой 
аквариум  с глуби н ой  слоя суспензии  25 -5 0  см , которы й освещ ается 
сверху.

4. У стан ов ка  откры той  неглубинной  систем ы . Глубина суспен
зии  в ней 5-25 см.

К ульти в и ров ан и е  м икроводорослей  м ож но организовать в  лю 
б ой  кли м ати ческой  зоне, но  наи более  подходящ и м и п р и  открытом 
способе вы ращ и ван и я яв ляю тся су б тропич еские, пусты нны е и полу
п усты нны е р ай о н ы  н аш ей  страны , где м аксим альны е урож аи  хлорел
л ы  дости гаю т 35-50 г /м 2 и более су хого  вещ ества  в сутки.

П о л у ч е н и е  б и о м а с с ы  и з  с о к а  р а с т е н и й . В качестве источника 
угл ер о д а  в  производстве м икробного  белка п рим енятся  безбелковая 
ф ракция сока  зелен ы х  растений , так  н азы ваем ы й  коричневы й сок, по
л учаем ы й  после о тделения расти тельн ого  б елка  о т  зелен ого  сока. Ко
ри чн евы й  сок  в  зави си м ости  о т  ви да  зелен ы х  растений  содерж ит от 
0 ,8  д о  5 ,5%  органических  ки слот, р яд а  источ ников органического 
азота, ви там и н ов и  други х  со единений . О н яв ляется  х орош и м  сырьем  
д л я  п олучени я м икробны х б иом асс (дрож ж евой , бактериальной). В ы 
ход  б и ом ассы  в тер м и ч ески  обработанном  сокс  состав ляет  8-25 г/л, а 
содерж ание  п ротеи н а  в сухом  остатке  биом ассы  в п ределах  45-59% .



П олучение ам инокислот. Свободные аминокислоты находят 
широкое применение в качестве кормовых и пищевых добавок, сырья 
для фармацевтической и парфюмерной промышленности, улучшения 
вкусовых качеств продуктов питания. Аргинин в сочетании с аспар- 
татом и глутаматом помогает при заболеваниях печени, цистеин за
щищает SH-ферменты в печени (и других тканях) от окисления и ока
зывает детоксицирующее действие, триптофан является антидепрес
сантом, его используют при лечении алкоголизма и бессоницы и т.д. 
Ежегодно в мире производится около 800 тысяч тонн аминокислот 
различными способами, включая химический синтез (с последующим 
разделением рацемата -  см. гл. 1), энзиматический синтез, гидролиз 
природных материалов. Наряду с ними используется и микробиоло
гический синтез с участием микроорганизмов, которые подразделяют 
на 4 класса: дикие штаммы, ауксотрофные мутанты, регуляторные 
мутанты и ауксотрофные регуляторные мутанты. При работе с дики
ми (природными) штаммами для получения сверхсинтеза нужной 
аминокислоты ищут пути, позволяющие обойти генетический кон
троль клетки (например, за счел- изменения некоторых факторов сре
ды), в норме обеспечивающий сбалансированное содержание всех 
аминокислот. При использовании мутантов получают штаммы с ис
кусственно измененным механизмом, осуществляющим генетический 
контроль. Из методов генетической инженерии для получения амино
кислот наиболее употребительна амплификация генов, регулирую
щих их синтез.

В промышленности для получения аминокислот чаще всего ис
пользуют штаммы коринебактерий, бревибактерий, а в последнее 
время сконструированные генно-инженерным путем штаммы E.coli. 
После завершения ферментации культуральную жидкость высуши
вают. Если необходима высокоочищенная аминокислота, то ее экст
рагируют из культуральной жидкости с помощью ионообменных смол 
с последующей кристаллизацией.

Практически наиболее важным является получение незамени
мых аминокислот. Для человека их 8 (валин. изолейцин, лейцин, ли
зин, метионин, треонин, триптофан, фенилаланин), для сельскохозяй
ственных животных к ним добавляются гистидин и аргинин, а для 
молодняка птицы -  ешс пролин. Значимость этих аминокислот состо
ит в том, что недостаток всего одной из них вызывает несбалансиро
ванность корма и часть остальных аминокислот не сможет принять 
участие в биосинтезе белка, который является важнейшим компонен



том продукции животноводства. Поэтому в объеме производимых 
аминокислот важнейшее место занимают незаменимые аминокисло
ты (метионин, лизин, треонин). Наибольшая доля приходится на глу
таминовую кислоту, которая используется в качестве приправы. Она 
способствует усилению вкуса и консервированию пищи.

3.6.5. Получение вакцин
Вакцинация при ряде инфекционных заболеваний является од

ним из наиболее эффективных профилактических мероприятий. Про
блема имеет немаловажное значение, так как инфекционные болезни 
занимают существенную долю среди других видов болезней. Ситуа
ция усугубляется возрастающей урбанизацией и развитием транс
портных коммуникаций. Среди возбудителей инфекционных заболе
ваний человека особенно многочисленную группу составляют бакте
рии. Известно более 1000 инфекционных заболеваний, вызываемых 
бактериями и риккетсиями. Во многих странах до сих пор широко 
распространены такие заболевания, как туберкулез, коклюш, дизен
терия, столбняк. Постоянную угрозу для жителей планеты представ
ляет холера. Некоторые заболевания (сыпной тиф, анаэробная ране
вая инфекция и др.) принимают массовый характер во время народ
ных бедствий.

Второе место по количеству возбудителей инфекционных забо
леваний занимают вирусы. В настоящее время насчитывается более 
500 видов вирусов, размножающихся в организме человека.

Меры борьбы с инфекционными заболеваниями очень разнооб
разны, однако ведущее положение занимают профилактические ме
роприятия. Кроме неспсцифических общесанитарных мероприятий 
широко применяется специфическая иммунизация, создающая в ор
ганизме активный иммунитет (вакцинопрофилактика) или помогаю
щая противостоять заболеванию пассивным путем (введение сыворо
ток и гамма-глобулинов).

Вопросы иммунизации важны также и для ветеринарии. В усло
виях растущей интенсификации животноводства, перевода его на 
промышленную основу, повысились риски возникновения инфекци
онных заболеваний, носящих массовый характер. В этих условиях 
резко возрастает роль плановой специфической иммунопрофилакти
ки.



Кроме того, с повестки дня полностью не снят вопрос об абсо
лютной неприменимости бактериологического оружия, а также о 
биотерроризме в отношении сельскохозяйственных животных.

В связи с этим возникает потребность в достаточном количестве 
необходимых вакцин, которые условно подразделяют на четыре 
группы:

1. Вакцины из живых ослабленных, апатогенных вариантов воз
будителей инфекций, кратко называемых "живыми вакцинами".

2. Вакцины, представляющие собой взвеси убитых патогенных 
бактерий, риккетсий, вирусов, называемые "убитыми корпускуляр
ными вакцинами".

3. Вакцины, состоящие из растворимых, извлеченных из бакте
рий антигенов, называемые "химическими вакцинами".

4. Анатоксины -  обезвреженные токсины бактерий, сохранив
шие антигенные свойства.

Получение всех этих вакцин связано с культивированием соот
ветствующих болезнетворных микроорганизмов. Принципиальной 
особенностью получения вакцин против вирусных болезней является 
необходимость культивировать вирусы в клетках живого организма 
или в тканевых культурах.

3.6.6. Получение бактериальных удобрений и средств зашиты  
растений

В растениеводстве необходимость в культивировании микроор
ганизмов связана с использованием в сельском хозяйстве бактериаль
ных удобрений и средств защиты растений.

А зотф иксация. Использовать азот, содержащийся в атмосфере 
(N2), могут только прокариоты, частью самостоятельно, частью в 
симбиозе с высшими растениями. Процесс восстановления молеку
лярного азота до аммиака происходит с участием нитрогеназного 
ферментативного комплекса бактерий. В конце XIX века было уста
новлена связь между фиксацией азота и клубеньками бобовых расте
ний. Клубеньковые бактерии относятся к роду Rhizobium. Заражение 
растения этими свободноживушими палочковидными бактериями 
происходит через молодые корневые волоски. Бактерии стимулируют 
разрастание тканей растения с образованием клубеньков, содержа
щих крупные бактериальные клетки -  бактероиды, которые и осуще
ствляют фиксацию азота. При симбиозе растение обеспечивает бак
терий питательными веществами (главным образом сахарами), а око



ло 95% фиксированного азота переходит в виде ионов аммония в ци
топлазму растения-хозяина. Помимо корневых клубеньков встреча
ются клубеньки и на стеблях. Благодаря симбиозу клубеньковых бак
терий с растениями семейства бобовых почва получает 100-300 кг 
азота на 1 та в год. Корневые клубеньки бывают и у  небобовых рас
тений. Эндосимбионтами в этом случае, как правило, бывают акти- 
номицеты, принадлежащие к роду Frartckia. Наиболее эффективно 
связывание азота этими бактериями происходит при симбиозе с оль
хой, облепихой, хотя хозяевами симбионтов могут быть и травяни
стые растения (куропаточья трава). Корневые клубеньки древесных 
растений могут достигать размера теннисного мяча. Накопление азо
та до 150-300 кг на 1 га в год.

Встречаются симбиозы растений и с азотфиксирующими циано
бактериями. В частности, водный папоротник Azoila, растущий на по
верхности затопленных рисовых полей, в симбиозе с цианобактерией 
рода Anabaena  в состоянии полностью удовлетворить потребности 
риса в азоте.

Фиксацию атмосферного азота могут осуществлять и свободножи- 
вущие бактерии, относящиеся в основном к родам Clostridium и Azoto- 
bacter. Живут они преимущественно на поверхности корней. На рисовых 
полях они связывают 30-50 кг азота на 1 га в год. Бактерии рода Azoto- 
bacter входят в состав бактериального удобрения -  азотобактерина, ко
торое получают путем культивирования микроорганизмов в фермента
торах. После завершения ферментации биомассу отделяют центрифуги
рованием и высушивают. Вносят азотобактерин в почву с семенами или 
обрабатывают им клубни и корни рассады сельскохозяйственных куль
тур, не относящихся к семейству бобовых.

Для бобовых растений используют бактериальное удобрение -  
нитрагин. Готовят его из активной, специфической для каждого вида 
растений этого семейства, расы клубеньковых бактерий, размножае
мых на стерилизованном и богатом органическим веществом суб
страте. Для лучшего образования клубеньков семена культурных бо
бовых рас тений заражают клубеньковыми бактериями.

К  бактериальным удобрениям также относится фосфобактерин -  
порошок, содержащий в большом количестве споры микроорганиз
мов, которые обладают повышенной способностью переводить фос- 
форорганические соединения в удобоусвояемую для растений форму. 
Вносят в почву вместе с семенами или посадочным материалом.
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З ащ и та растений. Изменение стратегии защиты растений в 

сторону ограниченного применения химических средств защиты вы
звано необходимостью охраны окружающей среды. Микробиологи
ческие препараты, в том числе вирусные, можно рассматривать как 
надежные средства для построения интегрированных систем защиты 
растений. И х можно использовать в сочетании со многими другими 
препаратами, в том числе с бактериальными удобрениями и препара
тами эпифитных бактерий -  стимуляторов роста растений.

Микроорганизмы, вызывающие губительные заболевания вред
ных насекомых и грызунов, выделены из крови или различных орга
нов больных или погибших особей этих видов.

В качестве средств борьбы с вредителями используют препараты 
бактерий, микроскопических грибов и вирусов, способных возбуждать 
массовые заболевания и даже эпизоотии в популяциях вредителей.

В нашей стране было создано крупнотоннажное производство 
эн гомопатогенных бактериальных препаратов (бактериальных инсек
тицидов).

При производстве бактериальных средств защиты растений 
применяется поверхностное и глубинное культивирование. Исполь
зуют непрерывно-иикличсское (первая стадия -  наращивание био
массы, вторая -  формирование спор, с применением батареи фермен
таторов по стадиям) и непрерывно-периодическое (посевным мате
риалом для следующей ферментации служат споры, оставшиеся по
сле сливания культуральной жидкости от предыдущей ферментации) 
культивирование.

Для получения вирусных препаратов энтомопатогенные вирусы 
размножают в массе живых насекомых. Достигнуты определенные ус
пехи при культивировании вирусов насекомых в клеточных культурах.

Кроме того, для защиты растений используют антибиотики в 
борьбе с фитопатогенными организмами (вирусами, бактериями, гри
бами, простейшими) и с насекомыми-вредителями. В то же время не
которые антибиотики оказывают стимулирующее влияние на рост 
растений. Большой практический интерес представляет использова
ние антибиотиков при выращивании растений в закрытом грунте. В 
растениеводстве в  качестве средств борьбы применяют как медицин
ские антибиотики (стрептомицин, тетрациклин, хлорамфеникол и 
др.), так и антибиотики немедицинского назначения (бластицидин, 
касугамицин, циклогексимид и др.).



3.6.7. Получение биохимических реактивов, медикаментов
и витаминов

Управление микробным синтезом чаще всего осуществляется по 
принципу максимальной конверсии сырья в целевой продукт при 
возможно высоких нагрузках ферментационного оборудования. Од
нако специфика производства биохимических реактивов заключается 
в том. что целевой продукт нередко производится в небольших коли
чествах и имеет высокую стоимость. При использовании высокопро
дуктивных микроорганизмов (в том числе рекомбинантных проду
центов и так называемых «суперпродуцентов») необходимо провести 
.тишь несколько ферментаций в год для обеспечения потребности в 
целевом продукте.

Для получения биохимических реактивов используются практи
чески все группы микроорганизмов. Биохимические реактивы, полу
чаемые путем микробного синтеза, представляют собой все основные 
группы биологически активных веществ: нуклеиновые кислоты и их 
компоненты, полисомы, рибосомы, факгоры белоксинтезируюшей 
системы, ферменты, аминокислоты, полисахариды и др.

Препараты биологически активных вешеств в зависимости от 
области их применения по своему качеству должны в какой-то мере 
приближаться к состоянию чистого вещества, то есть должны быть 
получены, например, в кристаллическом виде, элекгрофоретически 
гомогенными. Все сказанное о биохимических реактивах в обших 
чертах имеет место при получении медикаментов, кроме основных 
антибиотиков и некоторых других препаратов сравнительно крупно
масштабного производства.

С помощью микробиологических процессов получают некоторые 
витамины (В |2, В2, эргостерин, из которого получают витамин Dj).

Производство антибиотиков до недавнего времени являлось 
очень масш табным микробиологическим процессом. Если в 1945 г. в 
мире было получено всего 500 кг пенициллина, то в настоящее время 
всевозможных антибиотиков производится на миллиард долларов. 
Помимо антибиотиков медицинского назначения получают кормовые 
антибиотики (кормогризин, биовнт и др.).

Учитывая сравнительно небольшие ферментационные объемы, 
для получения биохимических реактивов в большинстве случаев 
применяют наиболее универсальные ферментаторы периодического 
действия с мешалкой.



3.6.8. Трансформация органических соединений
Данная область представляет собой комплексную дисциплину, 

лежащую на стыке микробиологии, онизимологии и органической 
химии. Основными методическими подходами к трансформации ор
ганических соединений являются:

1. Микробиологическая трансформация, то есть использование 
ферментативной активности жизнеспособных клеток микроорганиз
мов;

2. Использование ферментных препаратов и очищенных фер
ментов.

Микробиологическая трансформация может осуществляться и 
весьма крупными фрагментами метаболической системы клетки, но 
во всех случаях ее результатом является некоторое изменение моле
кулярной структуры трансформируемого субстрата, а не синтез моле
кулы de novo.

Методы микробиологической трансформации позволяют осуще
ствлять синтез метаболитов в течение одной технологической стадии 
превращения, а для проведения синтеза химическим путем требуется 
несколько стадий. Для микробиологических реакций не нужна доро
гостоящая аппаратура, так как микроорганизмы и их ферменты функ
ционируют в малоагрессивных средах, при обычных температурах и 
давлениях. Недостатком этих методов является относительно низкая 
производительность по сравнению с химическими реакциями, но это 
можно устранить путем использования современных успехов фер
ментативной химии (иммобилизация клеток и ферментов, непрерыв
ное культивирование и др.).

В настоящее время известны ферментативные реакции превра
щения практически всех основных классов органических соединений. 
Для осуществления этих химических превращений используются 
микроорганизмы всех систематических групп: грибы, актиномицсты, 
многие семейства бактерий и микроводорослей. В практике методы 
микробиологической трансформации преимущественно используют
ся для превращения следующих групп органических соединений: 
стероидов, углеводов, антибиотических веществ, углеводородов, ор
ганических кислот, гетероциклических соединений и нуклеотидов.

В качестве примера приведем:
1. Получение аспарагиновой кислоты путем аминирования (при

соединения аминогруппы) фумарата с участием свободных, иммоби
лизованных, а также разрушенных клеток E.coli.



2. Получение АТФ путем фосфорилирования (присоединения 
остатка фосфорной кислоты) аденозина с использованием в качестве 
биокатализатора нативных или обработанных толуолом пивных и 
хлебопекарных дрожжей, экстрактов микроводорослей или смеси 
дрожжей и микроводорослей. Побочными продуктами фосфорилиро
вания являются молекулы АДФ и АТФ. Процесс используется в про
мышленных условиях.

3.6.9. М икробное выщелачивание руд (биогеометаллургия)
Выщелачивание, или растворение сульфидных минералов под 

действием автотрофных бактерий на протяжении многих лет наблю
далось в связи с работами в горнодобывающей промышленности. 
Бактерии, обнаруженные в характерных горных породах, легко рос
ли, используя процесс окисления сульфидных минералов для выра
ботки энергии и атмосферную двуокись углерода как источник 
структурного углерода (хемолитотрофные микроорганизмы). Связан
ные с такими процессами микроорганизмы относятся к факультатив
ным, но наличие в среде обитания атмосферного кислорода ведет к 
более выскоим скоростям роста и выщелачивания.

К выщелачиванию с помощью микроорганизмов способны сле
дующие минералы: арсенопирит (FeAsS), халкоцит (Cu2S), халкопи- 
рит (СиРеБг), совелит (CuS), галенит (PbS), меллирит (NiS), молибде
нит (MoS2), шпалерит (ZnS), тетрагидрит (Ci^SbjS?).

До недавнего времени микробное выщелачивание применялось 
преимущественно для вторичного выделения минералов из низко
концентрированных металлических руд, содержащихся в отвалах и 
отходах горнодобывающей промышленности. Однако в последние 
годы привлекла внимание возможность использования микробного 
выщелачивания в случае "богатых" руд как альтернатива широко 
применяемым процессам пирометаллургического извлечения метал
лов. Подготовительные операции в обоих указанных случаях при
мерно одинаковы, а сам процесс микробного выщелачивания можег 
осуществляться при таком инженерном оформлении, какое характер
но для достаточно хорошо отработанных процессов обработки сточ
ных вод, то есть в проточной системе, работающей без соблюдения 
асептических условий.
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3.6.10. Биоэнергетика

Технологическая биоэнергетика -  одно из направлений биотех
нологии, связанное с эффективным использованием энергии, запа
саемой при фотосинтезе.

Растительные ресурсы в мире огромны, их биомасса оценивает
ся в 100 миллиардов тонн по сухому веществу в год. Лишь незначи
тельная часть их расходуется человечеством, но эта часть дает более 
10% потребляемой в мире энергии. Биомасса -  не только возобнов
ляемый и почти даровой источник энергии, но и альтернатива таю
щим запасам полезных ископаемых.

Этанол -  экологически чистое топливо, дающее при сгорании 
углекислый газ и воду. Он используется в двигателях внутреннего 
сгорания в чистом виде или как 10-20%-ная надбавка к бензину (газо- 
хол). На значительных посевных площадях начали выращивать рас
тения, предназначенные для микробиологической переработки на 
спирт (биоэтанол). Кроме зерновых культур перспективным растени
ем для получения биотоплива является рапс. В условиях дефицита 
посевных площадей возникает дилемма: продовольствие или энергия.

М етан  ы другие углеводороды . Получение метана -  важный 
путь утилизации сельскохозяйственных отходов. В СССР за один год 
образовывалось около 1 миллиарда тонн отходов животноводства 
(навоза), что соответствует геологическим масштабам и превышает 
добычу известных энергоносителей. Его утилизация в биореакторе с 
участием метаногенной ассоциации бактерий позволяет получать 
биогаз -  смесь приблизительно равных количеств метана и углеки
слого газа. В мире используется огромное количество малых устано
вок вместимостью от 10-15 л (Китай, Индия и др.) до промышленных 
установок большой мощности. В результате этого процесса происхо
дит обеззараживание отходов и получение ценного органического 
удобрения (компоста).

Кроме метаногенных анаэробов существует другая группа мик
роорганизмов -  продуцентов углеводородов. Некоторые микроводо
росли (например, Botryococcus braunii) способны накапливать до 75% 
к сухой массе углеводороды. В США действует ферма по выращива
нию таких микроводорослей с площадью водоемов 52 000 га, даюшая 
около 4800 м3 жидких углеводородов в сутки.

Водород. Получение водорода остается на уровне поисковых 
разработок. Это абсолютно чистое топливо, дающее при сгорании 
лишь воду. Используют иммобилизованные микроорганизмы, спо



собные выделять водород, а также искусственные системы из хлоро- 
пластов и отдельных ферментов, способные при участии света гене
рировать водород или одновременно Н2 и O i (биофотолиз воды). Од
новременно работают над повышением эффективности фотосинтеза. 
Теоретически рассчитанная эффективность фотосинтеза близка к 15% 
(доля световой энергии, преврашаемой в химическую энергию орга
нических веществ). Фактически наиболее продуктивные растения за
пасают не более 1,5-2,0%. Радикальным способом решения этой про
блемы было бы создание искусственных фотосистем.

В заключение главы следует назвать сложный микробиологиче
ский процесс -  силосование кормов. Работа по силосованию произ
водится в следующем порядке: скашивание растительной массы, ее 
измельчение, загрузка в силосные сооружения, уплотнение и укры
тие. Изоляция силосной массы от доступа воздуха прекращает разви
тие в ней аэробных бактерий и плесневых грибов, а образовавшаяся в 
результате жизнедеятельности молочнокислых бактерий молочная 
кислота, подкисляя корм, подавляет анаэробные гнилостные, масля
нокислые и др. процессы. Источником питания молочнокислых бак
терий служит сахар, содержание которого в корме определяет сило- 
суемость последнего. Легко силосуемыми растениями являются ку
куруза, подсолнечник, однолетние и многолетние злаковые травы, их 
смеси с бобовыми травами, кормовая капуста, корнеплоды и их бот
ва, бахчевые и др. Силосуют зеленые растения в период, когда они 
содержат наибольшее количество питательных веществ и не загрубе
ли. Закладку и хранение силоса осуществляют в силосных сооруже
ниях, которые бывают в виде траншей, башен и ям. В Советском 
Союзе ежегодно заготавливали свыше 200 млн. тонн силоса.

Серьезной проблемой, связанной с жизнедеятельностью микро
организмов, является защита материалов, в первую очередь синтети
ческих, от биоповреждений.

Микроорганизмы будут необходимым звеном систем жизне
обеспечения космических кораблей при длительных пилотируемых 
полетах к другим планетам и обитаемых станций на этих планетах.



Глава 4. ЭКОЛОГИЧЕСКАЯ БИОТЕХНОЛОГИЯ

В природе, не отягощенной бурной человеческой деятельно
стью, между основными звеньями биологического круговорота (про
дуценты, консументы, редуценты) складывается относительное рав
новесие, которое исключает резкое изменение условий существова
ния организмов на нашей планете (кроме периодов глобальных ката
строф). Прогрессивный рост численности населения и, главное, все 
возрастающая активность его, направленная на природную среду, не
гативным образом изменяют все три ее стихии: воду, воздух и сушу. 
Разумно-неразумная деятельность человека, замешанная на прими
тивном гедонизме, бездумном потреблении ведет биосферу к неми
нуемой гибели, что проявляется в череде природных катаклизмов -  
предвестников глобальной катастрофы. Чтобы гармонизировать 
взаимоотношения человека и окружающей среды, нужны усилия, со
ответствующие мероприятия, среди которых экологической биотех
нологии (экобиотехнологии) отводится существенная роль. Важное 
место в природоохранительной деятельности занимает борьба с за
грязнениями. Конечно, главное направление в защите окружающей 
среды от загрязнений -  использование технологий, исключающих 
попадание их за пределы производства, однако реальная деятельность 
людей далека от идеальных схем и благих пожеланий людей. Непре
рывно растет номенклатура и количество загрязняющих веществ, от
равляющих окружающую среду. Поэтому естественно возникает во
прос об ее очистке от этих веществ, об их утилизации.

4.1. Загрязнение и очистка вод
Воды в природе много, она покрывает две третьих поверхности 

Земли. Общее количество природной воды на Земле составляет 1386 
млн. км3, свыше 97,5% приходится на соленые воды. Однако пресной 
воды всего 35 млн. км3 Кроме того, подавляющая часть пресной во
ды является труднодоступной (в основном находится в полярных 
ледниках и водоносных слоях под землей). Годовой объем потребле
ния пресной воды в мире достигает приблизительно 4 триллионов ку
бометров (4 тыс. км3).

Помимо человеческой деятельности существуют и другие, абио
тические и биотические источники ее загрязнения. В частности, воду 
загрязняют многие обитающие в ней организмы. Однако, существуют 
мощные естественные системы очистки воды: путем фильтрации че-



рсз грунты; испарения и последующей конденсации, опресняющих 
ее, и, конечно, биологическая очистка воды.

Однако не следует забывать, что человека интересует преиму
щественно пресная вода, которой на планете не так уж много. Кроме 
того, природные очистительные системы в полной мере не справля
ются с возросшими темпами загрязнения воды, и ее приходится перед 
использованием дополнительно доочищать и обеззараживать. В на
стоящее время значительная часть населения планеты испытывает 
недостаток в качественной питьевой воде. Резервные источники 
питьевой воды интенсивно тают и, в конечном счстс, смешиваются с 
морской водой, а реки с вырубленными вокруг них лесами мелеют и 
загрязняются неочищенными стоками. В целом же человечество сто
ит перед угрозой водного голода, если не сумеет уберечь воду от за
грязнения. Можно, конечно, удовлетворять потребность в питьевой 
воде за счет опреснения морской воды, но это дорого, даже при ис
пользовании современных энергосберегающих технологий, напри
мер, фильтрации через полупроницаемых мембраны.

При пользовании водой практически не происходит ее накопле
ния где-то или исчезновения. В открытой системе потребляется чис
тая вода, а возвращается в окружающую среду в том же количестве, 
но загрязненная. Основная, реально выполняемая задача состоит в 
том, чтобы перед сбросом отработанной воды в естественный водоем 
очистить ес, освободить от загрязняющих примесей. Последние весь
ма разнообразны по составу, а объем воды, подлежащей очистке, ко
лоссален. В среднем горожанин в год на свои бытовые нужды расхо
дует и затем сбрасывает в канализацию ориентировочно 30-40 м3 чис
той воды. Кроме того, большое количество ее поступает в канализа
ционную систему с промышленных и сельскохозяйственных пред
приятий. Не следует забывать и ливневую канализацию. Особой 
формой загрязнения водоемов в последние десятилетия стали разли
вы нефти.

Каждый вид загрязнений имеет свои эффективные способы 
борьбы с ним. Так, сточные воды промышленных предприятий в ка
ждом конкретном случае обычно имеют свой преобладающий состав 
химических веществ-загрязнителей. Поэтому для очистки таких вод 
рационально применить предварительную локальную очистку, после 
чего такую воду можно сбрасывать в водоем или объединять со сто
ками хозяйственно-бытовых вод. Наиболее желательно использовать



в технологических процессах очищенную воду повторно (замкнутая 
система водоснабжения).

Помимо биологической (биохимической) очистки сточных вод 
от загрязнений, прежде всего производственного происхождения, 
применяются и другие способы.

4.1.1. Механические и физико-химические методы очистки
Промышленные, бытовые и атмосферные (поступающие из лив

невой канализации) стоки содержат взвешанные твердые и жидкие 
примеси, которые образуют с водой дисперсную систему. Для удале
ния взвешенных частиц из сточных вод используют гидромеханиче
ские процессы (периодические и непрерывные): процеживание, от
стаивание (гравитационное и центробежное), фильтрование.

Для удаления из сточных вод тонкодисперсных взвешенных 
частиц (твердых и жидких), растворимых газов, минеральных и орга
нических веществ применяют богатый набор физико-химических ме
тодов очистки: коагуляцию, флотацию, адсорбцию, ионный обмен, 
экстракцию, ректификацию, выпаривание, дистилляцию, обратный 
осмос и ультрафилырацию, кристаллизацию, десорбцию и др.

Коагуляция -  процесс укрупнения дисперсных частиц в резуль
тате их взаимодействия и объединения в агрегаты. Для ускорения 
коагуляции при очистке вод применяют добавки специальных ве
ществ -  коагулянтов (соли алюминия, железа или их смеси). В воде 
коагулянты образуют хлопья гидроксидов металлов, которые улавли
вают коллоидные и взвешенные частицы и вместе с ними оседают 
под действием силы тяжести.

Флокуляция -  процесс агрегации взвешенных частиц при добав
лении в сточную воду высокомолекулярных соединений (флокулян- 
тов). Флокуляция ускоряет оседание частиц при коагуляции и снижа
ет расход коагулянтов.

Флотацию  применяют для удаления из сточных вод нераство
римых диспергированных примесей, который самопроизвольно плохо 
отстаиваются. Этот процесс широко применяется при очистке сточ
ных вод нефтспсрарабываюших, целлюлозно-бумажных, пищевых и 
других производств, а также для выделения активного ила после био
химической очистки. Суть флотации состоит в том, что поднимаю
щиеся со дня флотатора (аппаратора для флотации) пузырьки воздуха 
слипаются с частицами примеси и поднимают их (флотируют) на по



верхность воды, с которой пена с частицами удаляется с помощью 
специальных скребков.

Адсорбция применяется для глубокой очистки сточных вод от 
растворенных органических веществ после биохимической очистки, а 
также в локальных установках.

Ионообменная очистка применяется для извлечения из сточных 
вод металлов (цинка, меди, хрома, никеля, свинца и др.).

Экстракция жидкостная применяется для очистки сточных вод, 
содержащих фенолы, масла, органические кислоты, ионы металлов и 
др. Химическая природа экстрагента зависит от экстрагируемого ве
щества.

Обратный осмос и ультрафильтрация -  фильтрование раство
ров через полупроницаемые мембраны, широко используются при 
обессоливапии воды на ТЭЦ и некоторых других производствах.

Из электрохимических методов применяют процессы анодного 
окисления и катодного восстановления, электрокоагуляцию, элек
трофлотацию и элсктродиализ. Анодное окисление и катодное окис
ление применяют для очистки сточных вод от растворенных приме
сей (цианидов, азокрасителей, аминов, спиртов и др.). Для электро
коагуляции положительным моментом является отсутствие потреб
ности в реагентах. При электрофлотации происходит выделение пу
зырьков кислорода на аноде, а водорода -  на катоде. Поднимаясь в 
сточной воде, эти пузырьки флотируют взвешенные частицы. Элек
тродиализ основан на разделении ионизированных веществ под дей
ствием электродвижущей силы (ЭДС), создаваемой по обе стороны 
полупроницаемой мембраны.

4.1.2. Химические методы очистки
К химическим методам очистки сточных вод относят нейтрали

зацию, окисление и восстановление. Сточные воды, содержащие ми
неральные кислоты и щелочи, перед сбросом их в водоемы или перед 
использованием в технологических процессах, нейтрализуют. Для 
окисления при очистке сточных вод используют следующие окисли
тели: хлор, диоксид хлора, хлорат кальция, перманганат калия, пере
кись водорода, кислород воздуха, озон и др. Очистка восстановлени
ем широко используется для удаления из сточных вод соединений 
ртути, хрома, мышьяка. Для удаления ионов тяжелых металлов (рту
ти, хрома, мышьяка, кадмия, пинка, свинца, меди, никеля и др.) из 
сточных вод используют реагентные методы очистки, сущность ко-



---------------=-------- -—  м ............ , . . .  105
торых заключается в переводе растворимых в воде веществ в  нерас
творимые при добавлении различных реагентов с последующим от
делением их от воды в виде осадков.

4.1.3. Т ерм ические методы  очистки
На химических предприятиях образуются сточные воды, содер

жащие различные минеральные соли и органические вещества. Такие 
воды могут быть обезврежены термическими методами. К ним отно
сится концентрирование сточных вод испарением и вымораживани
ем. В первом случае после выпаривания чистой воды остается в ос
татке концентрированный раствор солей или их сухой осадок. Во 
втором варианте чистая вода выделяется в виде кристаллов льда, а 
примеси остаются в рассоле. К термическим методам также относятся 
кристаллизация, сушка и термоокислительное обезвреживание при
месей. В последнем случае все органические вещества, загрязняющие 
сточные воды, полностью окисляются кислородом воздуха при высо
ких температурах до нетоксичных соединений.

4.1.4. Биохим ические м етоды  очистки  сточны х вод
О ч истка в природны х условиях. Люди издавна знали способ

ность почв утилизировать различные отходы биологического проис
хождения и использовали ее в своей повседневной жизни. Внося в 
почву навоз и жидкие отходы, они улучшали санитарно- 
гигиенические условия своей среды обитания и одновременно повы
шали плодородие почвы.

В период становления капитализма быстро возрастала числен
ность городского населения, и поддержание санитарного состояния 
городов стало серьезной проблемой. Для ее решения за городом вы
деляли специально подготовленные участки земли, на которые выли
вали сточные воды. Их первоначально подвозили гужевым транспор
том в бочках, а затем стали подавать по специальным водоводам.

Очистка сточных вод на таких участках земли, которые называ
ются полями орошения, осуществляется под действием почвенной 
микрофлоры, солнца, воздуха и жизнедеятельности растений. В поч
вах полей орошения утилизация загрязнений, которые первоначально 
имели преимущественно биологическое происхождение, происходит 
с участием многочисленных бактерий, микроскопических грибов, во
дорослей, простейших и беспозвоночных животных обычно в аэроб
ных условиях. В зависимости от химического состава преобладаю-



ших компонентов загрязняющих веществ в почве формируется опре
деленное сообщество этих организмов, обеспечивающее наиболее 
эффективный процесс биодеградации отходов. Поскольку почва ста
новится более плодородной, на ней выращивают сельскохозяйствен
ные культуры.

Если на таких полях сельскохозяйственные культуры по той или 
иной причине не выращивают, их называют полями фильтрации.

Кроме того, для биологической очистки и доочистки сточных 
вод в комплексе с другими очистными сооружениями используют 
биологические пруды. Они представляют собой каскад из 3-5 слабо
проточных прудов, через которые протекает осветленная или биоло
гически очищенная сточная вода, прежде чем попасть в основной во
доем. Систему слабопроточных прудов используют также как конеч
ное звено перед сбросом в водоем сточных вод, загрязненных радио
нуклидами. Особенностью биологических прудов является наличие 
фототрофных организмов, прежде всего водорослей, которые потреб
ляют углекислый газ, фосфаты и аммонийный азот, выделяемые при 
биохимическом разложении органических веществ, и снабжают бак
терии кислородом. Пруды с естественной аэрацией имеют глубину 
0,5-1,0 м, хорошо прогреваются солнечным светом. Используются 
также пруды с искусственной аэрацией, в которые принудительно 
подается воздух. В зимнее время пруды не работают.

А эробные процессы очистки . Наиболее эффективными про
цессами биохимической очистки сточных вод являются те, которые 
протекают в специальных искусственных сооружениях -  аэротенках 
и биофильтрах при хорошей аэрации. Очистка сточных вод осущест
вляется активным илом, находящимся во взвешенном состоянии (аэ- 
ротенки) или микроорганизмами (биофильтры).

Аэротенки. Аэротенками называют железобетонные резервуа
ры, в которых осуществляется непрерывная биохимическая очистка 
сточных вод, предварительно прошедших через решетки, сита (за
держивают крупные загрязнения), песколовки и первичный отстой
ник для выделения мелких взвешенных частиц. В аэротенке сточная 
вода вместе с имеющимся в ней активным илом (флокулирующая 
смесь из агрегатов бактерий и простейших) интенсивно аэрируется 
воздухом, который подастся под давлением от компрессоров. Биоло
гическая очистка осуществляется в два этапа: на первом микроорга
низмы активного ила адсорбируют загрязняющие вещества, на вто
ром -  окисляют их. Число микроорганизмов в 1 г активного ила дос-



тигаст многих миллиардов, среди них свыше половины составляют 
псевдомонады. Затем, в порядке убывания, идут представители родов 
Bacillus, Enterobacterium  и Sarcina, сахаромицеты, некоторое нитча
тые бактерии и др. Очищенная вода со взвесью флокул активного ила 
поступает во вторичный отстойник, где происходит осаждение ак
тивного ила. Отстоенная вода используется по назначению (или сбра
сывается в реку), часть осевшего активного ила возвращается в аэро- 
тенк, другая часть -  на утилизацию или складирование (рис. 4.1).

Существует большое количество конструкций аэротенков и спо
собов аэрации. В последнее время стали применять реакторы шахтно
го типа, которые занимают меньшие площади и используют для по
вышения скорости окислительных процессов технический кислород 
или обогащенный им воздух. Аппараты, использующие кислород, на
зывают окситенками.

Биофильт ры. Биофильтры представляют собой аппараты, за
полненные кусковой насадкой (щебень, гравий, шлак, керамзит, ке
рамические и пластмассовые тела различной конфигурации и т.д.), на 
поверхности которой в процессе эксплуатации образуется биопленка, 
выполняющая роль, аналогичную взвеси активного ила. В биофильтр 
по принципу противотока подаются сверху загрязненные стоки, а 
снизу -  воздух. Микроорганизмы биопленки окисляют органические 
вещества сточной воды, используя их как источник питания и энер
гии, при этом толщина биопленки увеличивается. Отработанная 
(омертвевшая) биопленка смывается сточной водой и удаляется из 
биофильтра.

Такие биофильтры менее производительны, чем аэротенки, бо
лее чувствительны к содержанию частиц в воде, поступающей из
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Рис. 4.1. Схема станции аэрации



первичного отстойника (они забивают поры насадки биофильтра), но 
вместе с тем более дешевы и просты в эксплуатации.

Широко распространены биофильтры с вращающимися диска
ми. Они представляют собой резервуар, в котором имеется горизон
тальный вал с насаженными на него пластмассовыми дисками диа
метром до 3 м. Диски с растущей на них биоиленкой погружены поч
ти на половину диаметра в очищаемую воду и вращаются со скоро
стью 0,5-10 об./мин. Сточная вода аэрируется.

Степень очистки стоков в биофильтрах зависит от скорости 
прохождения их через аппарат. Биофильтры с капельной фильтраци
ей имеют низкую производительность, но обеспечивают полную очи
стку. Биоплснка, образующаяся в капельных биофильтрах, устроена в 
экологическом отношении сложнее, чем активный ил. В ней форми
руется трофическая пирамида от бактерий, располагающихся на ниж
нем уровне, до личинок насекомых -  на верхнем уровне.

А наэробны е процессы очистки . Аэробные процессы получили 
большее распространение в силу своей надежности, стабильности и 
хорошей изученности. Однако анаэробные процессы имеют ряд не
сомненных преимуществ. Прежде всего, они дают практически на 
порядок при равных условиях меньшее количество активного ила, 
дальнейшая переработка которого связана с существенными затрата
ми. Кроме того, при анаэробной очистке образуется горючий газ -  
метан, а потребность энергии на перемешивание ниже, чем на аэра
цию при аэробной очистке. Главный недостаток анаэробных систем -  
меньшая скорость реакции но сравнению с аэробными процессами.

Системы, использующие анаэробные процессы, были известны в 
Европе более 100 лет назад. Они используются для сбраживания 
осадков, образующихся при биохимической очистке производствен
ных сточных вод, а также в качестве первой ступени очистки очень 
концентрированных промышленных сточных вод с биохимическим 
потреблением кислорода (БПК) приблизительно 4-5 r /л. Для очистки 
сточных вод используют метановое брожение. Процессы фермента
ции протекают при участии смешанной культуры, которая включает 
три группы бактерий: гидролитические (ацидогенные — обеспечивают 
гидролиз субстрата преимущественно до низкомолекулярных орга
нических кислот), гетероацетогеиные (продуцируют уксусную кисло
ту и водород) и метаногенные (продуцируют метан). Последняя 
группа может быть подразделена на потребителей водорода (лито- 
трофы) и уксусной кислоты (ацетотрофы) (рис. 4.2).



Рис. 4.2. Пути биодеградации субстрата при анаэробном 
сбраживании

Сбраживание ведут при мезофильных (30-35°) и термофильных 
(50-55°), а также криофильных (менее 20°) условиях. При криофиль
ных условиях работают септиктенки, которые представляют собой 
реактор без мешалки и какого-либо перемешивания для повышения 
микробной активности. При мезофильных и термофильных условиях 
работают герметически закрытые резервуары с подогревом и пере
мешиванием — метантенки (рис. 4.3).
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Рис. 4.3. Метантенк: 1 — корпус, 2  -  труба, 3 — мешалка,
4 -  змеевик

В целом же типичная схема сбраживателя с мешалкой представ
лена на рис. 4.4.

Рис. 4.4. Типичная схема сбраживателя с мешалкой:
I -  сбраживатель, 2 -  отстойник

Сбраживанию до метана и диоксида углерода подвергаются та
кие сложные соединения как полисахариды, липиды и белки. Полно
го сбраживания органических веществ в метантенках достичь нельзя. 
В среднем степень распада составляет около 40%. Высокая темпера
тура и интенсивное перемешивание увеличивают степень распада за
грязнителей.

Сточные воды

X

Рециркуляция уплотненного ила Удаляемый ил



4.1.5. Очистка от разливов нефти и нефтепродуктов
Большую опасность для окружающей среды представляет за

грязнение нефтью, особенно при попадании се в воду. Масштабные 
загрязнения такого рода обычно происходят в морях и океанах при 
авариях на нефтеналивных судах с высокой тоннажностью. Еще бо
лее возросла эта опасность в связи с подводным бурением на боль
ших глубинах, примером чему -  глобальная катастрофа 2010 года в 
Мексиканском заливе. Не исключена такая ситуация при бурении 
скважин в будущем в акватории Северного Ледовитого океана, где 
устранение последствий очень проблематично. Ежегодные выбросы 
нефти в моря и океаны составляют миллионы тонн.

При попадании в водоемы нефть и нефтепродукты образуют 
плавающую на поверхности воды пленку, частично растворяются, 
создают устойчивую эмульсию, оседают на дно водоема. Нефтяное 
пятно не пропускает солнечные лучи, замедляет обновление кислоро
да в воде. В результате перестает размножаться планктон -  основной 
продукт питания морских обитателей.

При концентрации нефтепродуктов в водоеме 0,05-0,10 мг/л по
гибают икра и молодь рыб, при концентрации 0,1- 1,0 мг/л погибает 
планктон, а концентрация 10-15 мг/л смертельна для взрослых особей 
рыб. Нефть -  своего рода наркотик для морских обитателей. Было за
мечено, что некоторые рыбы, "хлебнув" однажды нефти, уже не 
стремятся покинуть отравленную зону.

В окружающей среде нефтепродукты постепенно окисляются 
аэробными бактериями до безвредных веществ. В водоемах процесс 
самоочищения протекает при наличии достаточного количества ки
слорода и только в теплое время года, причем продолжается длитель
ное время. При температуре воды ниже 5-10° бактериальное разло
жение нефтепродуктов практически приостанавливается. Нефтяное 
загрязнение — грозный фактор, влияющий на жизнь всего Мирового 
океана. Особенно опасно загрязнение высокоширотных вод, где из-за 
низкой температуры нефтепродукты практически не разлагаются и 
как бы "консервируются” льдами, поэтому нефтяное загрязнение мо
жет нанести серьезный ущерб окружающей среде Арктики и Антарк
тики. Не следует забывать, что лед является резервным источником 
пресной воды.

Для устранения последствий попадания нефти и нефтепродук
тов в моря и океаны (а также реки) используются различные механи



ческие и химические методы. Большую помощь в этом деле может 
принести использование микроорганизмов -  "пожирателей" нефти.

Нефть и нефтепродукты не способны сбраживаться в анаэроб
ных условиях. Однако такие устойчивые углеводороды, как парафин, 
нефть подвергаются окислению под действием микробов, но только в 
аэробных условиях. Было установлено, что использовать нефть могут 
бактерии, широко распространенные в любой полевой, лесной, луго
вой почве. Более того, такая способность присуша и многим микро
грибам. Алканы с длинной цепью используются очень многими бак
териями, при этом по мере удлинения цепи парафинов растет число 
видов, способных использовать эти соединения, а также интенсив
ность их использования. В середине XX века было установлено, что 
большинство видов дрожжей рода Candida окисляет углеводороды. 
М ногие псевдомонады окисляют углеводороды настолько полно, что 
накопления промежуточных продуктов не происходит. В первичном 
воздействии на углеводородную цепь участвует молекулярный ки
слород, без которого парафины не окисляются. Окисление катализи
рует монооксигеназа:

Парафин + Ог + НАДНг —* Алифатический спирт + НАД + Н20 . 
Дальнейшее окисление парафина протекает по пути, который извес
тен как (3-окислсние жирных кислот с длинной цепью.

Для борьбы с нефтяными загрязнениями выделены высокоэф
фективные штаммы микроорганизмов. В частности, в загрязненный 
нефтью район Мексиканского залива с такими штаммами микроорга
низмов отправилась группа научных сотрудников одного из НИИ г. 
Томска.

В заключение главы в отношении очистки сточных вод, прежде 
всего осуществляемых в аэробных условиях, следует отметить неко
торые моменты. Очистные сооружения выполняют барьерную функ
цию между источниками загрязнений воды и водоемом, в который 
поступает очищенная вода. В свое время сформировалась "доктрина 
катаболической безотказности микробов", согласно которой любое 
органическое соединение, имеющееся в природе, используется (и 
обезвреживается) какими-либо микроорганизмами. Если речь идет о 
бытовых стоках, то очистка происходит в соответствии с этой док
триной, однако, чтобы эффективность работы очистного сооружения 
была высокой, необходимо еще до пуска его в эксплуатацию осуще
ствить направленную адаптацию микрофлоры активного ила к пред
стоящей очистке стоков с конкретным составом загрязнителей. Су



ществуют практические рекомендации по формированию в аэротен- 
ках высокоадаптированного активного ила, микрофлора которого 
способна к преимущественному оксилению специфических органи
ческих компонентов очищаемых сточных вод с передачей и закреп
лением этих свойств в цепи наследственности.

Однако в сточные воды (да и в твердые отходы) все чаще посту
пают вещества нсбиологического происхождения, с которыми ранее 
не контактировали микроорганизмы. Поэтому ведутся интенсивные 
исследования по использованию специальных штаммов микроорга
низмов, созданных с помощью современных генетических методов, 
которые способны эффективно утилизировать ксенобиотики.

Микроорганизмы не только очищают сточные воды, они, совме
стно с другими организмами, используются в качестве биоиндикато
ров, позволяющих судить о степени чистоты (или загрязненности) 
водоемов. Последние обладают способностью к самоочищению в от
вет на попадание в них загрязняющих веществ. Самоочищение пред
ставляет собой сложный комплекс взаимосвязанных химических, фи
зико-химических и биохимических процессов. Гидробиологический 
анализ оценки степени загрязнения водоемов основан на способности 
некоторых видов гидробионтов обитать в среде с той или иной за
грязненностью. Это их свойство называется сапробностью данного 
организма. Разработана система сапробности, которая позволяет су
дить о степени загрязненности водоема или его участка.
4.2. У тилизации тверды х отходов

В быту каждый человек в среднем за год образует сотни кило
грамм твердых отходов, которые необходимо обезвредить и вновь 
ввести в существующий природный круговорот. С учетом вклада 
предприятий, работающих на удовлетворение потребности людей, 
годовое количество твердых отходов в расчете на одного человека 
измеряется тоннами. С металлическими отходами вопрос решается 
просто -  они идут на переплавку, отходы биологической природы 
способны утилизировать микроорганизмы. Принцпиальные сложно
сти возникают с синтетическими материалами, для деградации кото
рых часто нет микроорганизмов.

К широко распространенным твердым отходам биологического 
происхождения относится целлюлоза и ее производные, обычно 
встречающиеся в виде древесины. Часть этих отходов используется 
для изготовления строительных материалов (древесностружечных и 
древесноволокнистых плит -  ДСП и ДВП). Другая часть таких отхо



дов используется в качестве топлива, а также после термохимическо
го гидролиза для микробиологического получения технического 
спирта, при сгорании которого образуются лишь С 0 2 и Н20 .

Огромное число твердых отходов, являющихся преимуществен
но продуктами жизнедеятельности человека, складируют на город
ских свалках, причем значительная часть их нередко рассыпается при 
транспортировке. На свалках отходы частично подвергаются медлен
ной естественной деградации, частично сжигаются. На них постепен
но наслаиваются новые отходы, при этом в нижних слоях возникают 
условия для анаэробной биодеградации с выделением биогаза. Это 
наблюдение навело на мысль об организации данного процесса в ус
ловиях свалок. Для этого экскаватором или бульдозером роют тран
шею, дно и стены ее застилают водонепроницаемой пленкой, поме
щают внутрь перфорированные (с отверстиями) пластмассовые трубы 
и засыпают ее твердыми отходами, уплотняя их сверху. После запол
нения траншеи отходами их накрывают пленкой, засыпают землей и 
по трубам водой увлажняют отходы. Через определенное время 
вследствие начавшегося брожения по трубам станет выходить биогаз 
(смесь СН4 и СОД, и это будет продолжаться до тех пор, пока не ис
черпаются загруженные в траншею отходы. Биогаз является носите
лем энергии. После заполнения одной траншеи сразу же начинают 
заполнять следующую, благодаря чему биогаз может поступать по
требителю непрерывно.

К твердым отходам в сельском хозяйстве относится неисполь
зуемая в качестве продуктов питания и кормов часть урожая, а также 
навоз. При анаэробном сбраживании их тоже получают биогаз. Для 
ускорения процесса биодеградации используют специальные уста
новки.

Другим способом биодеградации отходов сельского хозяйства, 
прежде всего соломы и несъедобных частей растений, а также сырого 
активного ила, сухих листьев и веток является компостирование, ко
торое издавна использовалось людьми для получения компоста.

Компостирование -  это экзотермический процесс биологическо
го окисления, в котором органический субстрат подвергается аэроб
ной биодеградации смешанной популяцией микроорганизмов в усло
виях повышенной температуры и влажности. При компостировании 
субстрат претерпевает физические и химические превращения, за
вершающиеся образованием стабильного гумифицированного (со



держащего гумус) продукта -  ценного органического удобрения, од
новременно улучшающего структуру почвы.

Компостирование включает в себя одновременно процессы син
теза и деструкции. Простые низкомолекулярные органические соеди
нения (растворимые сахара и органические кислоты) легко проника
ют через клеточную стенку микроорганизмов и являются источника
ми энергии при синтезе биополимеров. С другой стороны, высокомо
лекулярные соединения отходов, прежде чем попасть в клетку через 
ее стенку, должны быть гидролизованы с помощью экзоферментов 
микроорганизмов.

Существуют различные системы компостирования. В простых сис
темах компостирования подготовленный (измельченный, очищенный от 
металлических и пластмассовых отходов) материал складывается на по
верхность бетонированной площадки в виде длинных куч, называемых 
компостными рядами, имеющими треугольную форму в поперечном се
чении. При естественной аэрации высота рядов не должна превышать 
1,5 м, а ширина -  2,5 м. В процессе компостирования, которое длиться 2-3 
месяца, для улучшения аэрации материала осуществляют его перевора
чивание. Для того, чтобы сократить срок компостирования и исключить 
переворачивание материала, осуществляют принудительную аэрацию его 
через специальные воздуховодные каналы. При крупномасштабной био
деградации отходов их предварительно (на 2-3 дня) помещают во вра
щающийся барабан длиной 40 м и диаметром 4 м, установленный с не
большим уклоном к горизонту. Скорость вращения барабана 1-2 об./мин, 
при этом происходит механическое истирание отходов. Затем материал 
обычно помещают на несколько недель в компостные ряды.

Особую группу условно твердых отходов составляет активный 
ил, получающийся при биологической очистке воды. Влажность ак
тивного ила составляет 99,2-99,5 %, причем взвешенные частицы 
имеют малый размер и гидратную оболочку, которая препятствует их 
уплотнению. Для уплотнения взвеси частиц используют гравитаци
онный, флотационный, центробежный и вибрационный методы. 
Масштабное уплотнение и обезвоживание активного ила осуществ
ляют на иловых площадках. Механическое обезвоживание осадков 
осуществляют на вакуум-фильтрах, фильгр-прессах (периодического 
действия), центрифугах и виброфильтрах. При необходимости актив
ный ил подвергают сушке в сушилках различного типа. Сухой ил со
держит 37-52 % белков, 20-35 %  аминокислот, а также витамины 
группы В. Если он не содержит тяжелые металлы (по плотности пре



вышающие железо -  Pb, Си, Zn, Ni, Cd, Со, Sb, Sn, Bi, Hg) и л и  нераз
рушенные вредные химические вещества, то может быть использован 
для кормления животных, рыб и птиц. Разработаны технологические 
схемы получения белково-витаминного кормового продукта (бслви- 
тамила), производства смеси кормовых дрожжей с илом и получения 
технологического витамина В 12 для комбикормовой промышленно
сти. Загрязненный ил может быть захоронен в почве, в море (ограни
ченно, по лицензии, в Великобритании), а также подвергнут сжига
нию.

4.3. Утилизация ксенобиотиков
Наиболее распространенными твердыми отходами небиологиче

ской природы являются различного рода пластмассы. Чтобы решать во
прос о рациональном методе утилизации таких отходов бытового назна
чения необходимо организовать четкую систему их сбора. Если же такие 
отходы являются побочным продуктом массового производства основ
ного изделия, то экономика и экология требуют разработать технологии 
использования этих отходов для получения нового готового продукта. 
Сжигание таких отходов часто экономически невыгодно, так как требует 
высоких температур горения, исключающих выделение в атмосферу 
вредных недоокисленшйх химических соединений.

Несмотря на искусственное происхождение таких материалов в 
ряде случаев существуют микроорганизмы (ксенобионты), способные 
осуществлять их биодеградацию. Так, ресурсы вышедшей из упот
ребления полиэтиленовой пленки ежегодно оцениваются в нашей 
стране десятками тысяч тонн. Разработаны технологии переработки 
таких отходов в трубы для сельского хозяйства, а также для вторич
ного получения полиэтиленовой пленки. Кроме такой недеструктив
ной утилизации возможна и биодеградация полиэтилена, полипропи
лена, поливинилхлорида под действием бактерий, плесени и грибов, а 
пластмассы, находящиеся в земле, способны разрушаться почвенны
ми микроорганизмами, подвергнувшимися мутациям под действием 
облучения. Для ликвидации отходов из таких материалов достаточно 
их заражения соответствующей культурой микроорганизмов. Для ин
тенсификации этого процесса можно использовать введение в компо
зиции на основе пластмасс небольших добавок растительных крахма
лов и соединений двухвалентного железа, служащих центрами начала 
биораспада отходов. Это желательно практиковать в отношении упа
ковочных материалов.



4.4. Биологическая зашита атмосферы от вредных выбросов
Основными источниками загрязнения атмосферного воздуха яв

ляются промышленные предприятия, тепловые электростанции и жи
вотноводческие комплексы. Загрязнения в атмосферу могут посту
пать непрерывно или периодически, залпами или мгновенно. При 
залповых выбросах за короткое время в воздух выделяется большое 
количество вредных веществ. При мгновенных выбросах, например 
во время проведения взрывных работ, загрязнения выбрасываются в 
доли секунды, иногда на значительную высоту. По агрегатному со
стоянию загрязнения могут быть твердыми, жидкими, газообразными 
и смешанными. Загрязняющие частицы (твердые и жидкие) имеют 
разный размер, от сотых долей микрометра до десятков микрометров 
и более. Выбросы в атмосферу также могут быть организованными и 
неорганизованными, нагретыми и холодными. При организованном 
выбросе загрязнения поступают в  атмосферу через специально со
оруженные газоходы, воздуховоды, трубы, а при неорганизованном 
выбросе -  в виде ненаправленных потоков в результате нарушения 
герметичности оборудования и по другим причинам.

Химический состав загрязнений и степень их опасности для 
здоровья человека и состояния живых организмов окружающей сре
ды разнообразны. Однако во многих случаев, прежде всего для круп
нотоннажных производств, химический состав загрязнений известен.

Наиболее эффективным направлением снижения выбросов яв
ляется создание безотходных технологий, в частности внедрение 
замкнутых газовых потоков. Однако до настоящего времени основ
ным средством предотвращения вредных выбросов остается разра
ботка и внедрение эффективных систем очистки газов. Под очисткой 
газов понимают отделение от газа загрязняющих веществ или пре
вращение их в безвредное состояние.

Для улавливания частиц от 5 до 1000 мкм применяют пылеоса
дительные камеры и циклоны, в основе работы которых лежит дейст
вие гравитационных, инерционных и центробежных сил. Частицы 
размером от 0,05 до 100 мкм улавливают с помощью скрубберов, 
тканевых и волокнистых фильтров, а от 0,01 до 10 мкм -  с помощью 
электрофильтров. Для обезвреживания воздуха от газообразных и па
рообразных вредных веществ применяют абсорбционные (включая 
хемосорбиию), адсорбционные, каталитические, термические и дру
гие методы.



Для физической абсорбции на практике часто применяют воду, 
при хемосорбции -  обычно водные растворы солей, щелочей, органи
ческих веществ. В адсорбционных методах вредные примеси погло
щаются пористыми адсорбентами. Каталитические методы основаны 
на химических превращениях токсичных компонентов в нетоксичные 
на поверхности твердых катализаторов, как это, в частности, проис
ходит в автомобильных каталитических нейтрализаторах выхлопных 
газов. Термические методы основаны на сжигании горючих примесей 
в топках печей и факельных горелках.

Однако многие вещества органической и неорганической при
роды могут быть утилизированы микроорганизмами, использующими 
их как источник питания. Такой процесс происходит в среде, содер
жащей воду, в аэробных условиях. Эти методы стали применять 
практически лишь со второй половины XX века, и они еще не полу
чили достойного распространения.

Для биологической (биохимической) очистки воздуха применя
ют три типа аппаратов: биофильтры, биоскрубберы и биореакторы с 
омываемым слоем.

Основной частью биофильтра для очистки • воздуха является 
фильтрующий слой, избирательно сорбирующий токсические веще
ства из воздуха. После этого растворенные токсические вещества 
диффундируют к микробным клеткам, поглощаются ими и подверга
ются деструкции. Наполнителем фильтрующего слоя обычно служат 
дешевые природные материалы -  компост, торф и др. Они содержат в 
своем составе минеральные соли и вещества, необходимые для разви
тия микроорганизмов, поэтому внесение дополнительных минераль
ных добавок не требуется. Со временем концентрация микроорганиз
мов в фильтрующем слое становится избыточной и его заменяют но
вым. Как и в случае с биологической очисткой водных стоков на на
чальном этапе работы биофильтра происходит адаптация микроорга
низмов к природе утилизируемых загрязняющих веществ.

При использовании биоскруббера при очистке воздуха реализу
ются два процесса. Первоначально загрязненный газ поступает снизу 
в аппарат колонного типа (скруббер), в котором сверху (по принципу 
противотока) подается орошающая вода. Путем абсорбции она изби
рательно поглощает из воздуха загрязняющие вещества и очищает 
его. Затем загрязненная вода поступает в аэротенк, где ее очищают 
микроорганизмы, питающиеся загрязняющими веществами.



В биореакторах с омываемым слоем очистку загрязненного газа 
осуществляют микроорганизмы, иммобилизированные в гранулы. За
грязняющее вещество растворяется в жидкости, омывающей гранулы, 
диффундирует в микробные клетки, где подвергается биодеградации. 
Периодически (раз в несколько месяцев) реактор очищают и напол
няют свежими гранулами. Эти аппараты являются наиболее перспек
тивными для очистки воздуха.

М ир микробов настолько функционально разнообразен, что для 
большинства загрязняющих веществ можно найти виды, способные 
их деградировать, а если их все-таки нет, то с помощью методов ге
нетической инженерии можно будет создать нужный штамм.



 Г лава 5. БИ О Л О ГИ Ч Е С К А Я  Н А Н О ТЕХ Н О Л О ГИ Я

5.1. Общ ие понятия бионанотехнологии
Традиционные области физики часто имеют дело с телами раз

мером от миллиметра и более. Частицы, размер которых выражается 
в микрометрах (микронах), условно относят к микрообъектам. Тела, 
имеющие размер, хотя бы в одном направлении, от 1 до 100 наномет
ров (10-1000 ангстрем) называют нанообъектами. Ниже этого диапа
зона располагается атомный масштаб (соизмеримый с размером ато
мов), имеющий порядок десятых долей нанометра. Было установлено, 
что нанообъекты обладают физическими свойствами, сильно отли
чающимися от свойств, присущих телам, состоящим их этих нано- 
объскюв. В частности, отдельно взятый атом или наночастица метал
ла обладают иными свойствами, чем кусок этого металла. Другой 
пример -  эмиссионный спектральный анализ. Линейчатый спектр, 
несущий информацию об энергетических уровнях электронов хими
ческого элемента, можно получить лишь при условии превращения 
анализируемой пробы в парообразное состояние, когда свет излучают 
отдельны е атомы. В твердом и жидком состоянии совокупности этих 
же атомов линейчатый спектр не дают. Еще пример: отдельные моле
кулы ферментов и вирусы обладают функциоанльной активностью, а 
в кристаллической форме они неактивны. Эта особенность приводит 
к так называемым размерным эффектам -  новому поведению частиц, 
зависящему от их размера. В технике такая зависимость позволяет 
конструировать материалы с новыми свойствами из одних и тех же 
исходных материалов. Она лежит в основе нанотехнологий, с помо
щью которых получают изделия с уникальными техническими харак
теристиками.

Возникновение жизни на Земле напрямую связано с образовани
ем и функционированием типичных нанообъектов, представленных 
молекулами полинуклеотидов и полипептидов; а также мембранными 
структурами, отграничивавшими протобионты от окружающей сре
ды. Одноклеточные, а тем более многоклеточные организмы пред
ставляют собой колоссальные ансамбли согласованно работающих 
молекулярных "машин" и построенных из них наноструктур (мито
хондрий, рибосом и т.д.), выполняющих самые разнообразные функ
ции. Да и сама биологическая эволюция представляла собой непре
рывный процесс совершенствования и соревнования наноструктур, 
входящих в состав организмов. Изучением биомакромолекул и обра-
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зусмых ими субклеточных структур занимается молекулярная биоло
гия. Знания, полученные этой наукой, используются биологической 
нанотехнологией (бионанотехнологией -  БНТ, или нанобиотехноло
гией) для создания искусственных наносистем с целью удовлетворе
ния разнообразных практических потребностей людей.

5.2. Лабораторная техника для работы с биологическими 
нанообъектами

5.2.1. Микроскопия
Оптические микроскопы. Важнейшей характеристикой микро

скопа является разрешающая способность (разрешение), под которой 
понимают наименьшее расстояние между двумя точками объекта, 
цри котором они еще воспринимаются раздельно (не сливаются друг 
с другом). Обычные оптические микроскопы, предел разрешения ко
торых (d) определяется уравнением Аббе-Фурье 

d = A fn s i n ( a ) i
(А -  длина волны в вакууме; п -  коэффициент преломления среды в 
пространстве между образцом и объективом; а  -  половинный угол 
апертуры) не позволяют наблюдать нанообъекты.

Однако были созданы сканирующие ближнелольные оптические 
микроскопы (СБОМ), которые преодолели этот предел разрешения 
классической оптики, понизив его значение приблизительно на поря
док. В таких микроскопах поверхность образца сканируется (по
строчно обследуется) оптическим зондом, который испускает свет, 
поступающий от лазера. Источник света, падающего на объект, рас
полагается над поверхностью последнего на расстоянии нескольких 
мкм. Диаметр светового пятна, сканирующего исследуемую поверх
ность, очень мал (до 10 нм), что значительно ниже предела разреше
ния d. Увеличенное изображение объекта наблюдают на экране мони
тора компьютера. У СБОМ теоретически отсутствует предел разре
шения. Возможности таких микроскопов ограничены техническими 
причинами. СБОМ находят применение в клеточной биологии, мик
робиологии и протеомике. (Протеомика — наука, основным предме
том изучения которой являются белки и их взаимодействия в живых 
организмах.) В частности, с их помощью были визуализированы изо
бражения доменов основного комплекса фотосистемы 11, связанного с 
липидными монослоями.

Электронные микроскопы. Электронная микроскопия, как и 
световая, позволяет получить увеличенное изображение микроскопи



ческого объекта. В отличие от световой микроскопии она обладает на 
порядки более высокой разрешающей способностью. Разрешение 
микроскопа ограничивается явлением дифракции и теоретически со
ставляет примерно половину длины волны луча, применяемого для 
освещения. Длина волны (>.) электрона, ускоренного в постоянном 
электрическом поле с разностью потенциалов U (в Вольтах)

л ^^т /и  [А].
Для стандартного электронного микроскопа {ЭМ) с ускоряющим 

напряжением U  = 100 ООО Вольт, X ~ 0,04 ангстрема, а разрешение d ~ 
0,02 А. По целому ряду технических причин достигнутое разрешение 
на два-три порядка ниже: для кристаллических (периодических) ма
териалов оно ориентировочно составляет 2', а для большинства био
логических объектов -  10-20 ангстрем.

Электронный микроскоп (рис. 5.3) состоит из колонны, стенда, 
вакуумной системы и пульта управления. Колонна заключает в себе 
всю электронно-оптическую систему, упрощенная схема которой 
представлена на рис. 5.2.

Наблюдение в электронной микроскопии ведется в режиме про
свечивания объекта (просвечивающий ЭМ), а также в специальном 
варианте микроскопирования, при котором осуществляется сканиро
вание объекта электронным зондом (растровые ЭМ, работающие в 
режиме отражения или просвечивания). Растровые ЭМ сканируют 
образец с помощью очень тонкого луча диаметром всего в несколько 
ангстрем. Их разрешающая способность ограничивается в основном 
диаметром электронного луча и радиационным повреждением объек
та, увеличенное изображение которого наблюдают на экране кине
скопа. (Растр -  светящаяся строка на экране кинескопа.)

При работе ЭМ в режиме просвечивания объект заключают в 
пластмассовый блок, с помощью ультрамикротома получают ультра- 
тонкис срезы (толщиной несколько сот ангстрем) и контрастируют их 
путем обработки соединениями тяжелых металлов, атомы которых 
эффективно рассеивают электроны и делают изображение контраст
ным. При микроскопировании корпускул (отдельных биомакромолс- 
кул, вирусов, органоидов) их помещают на тонкую пленку-подложку 
(например, слюду), в вакууме под определенным углом на них напы
ляют металл, а затем под прямым углом -  углерод. Полученную угле
родную реплику вместе со слоем напыленного металла снимают с 
подложки, помешают на металлическую сетку, которую вводят в ЭМ.



Рис. 5.1. Общий вид отечественного электронного микроскопа 
ЭМ В-100Б

Рис. 5.2. Упрощенная электронно-оптическая схема
просвечивающего электронного микроскопа [3] 

А томно-силовой м икроскоп  (ACT). Он был изобретен в сере
дине 80-х годов прошлого столетия и является одним из представи
телей сканирующих зондовых микроскопов, к которым относится,



помимо СБОМа, также сканирующий туннельный микроскоп (СТМ, 
см. ниже).

ACM используется для получения изображения металлических 
поверхностей в атомном масштабе, а также для получения трехмер
ных профилей поверхности биологических образцов в нанометровом 
масштабе. Он исключительно полезен при определении размера и 
конформации единичных макромолекул и их агрегатов, адсорбиро
ванных на твердых поверхностях. ACM сканирует образцы с помо
щью тончайшего зонда (острой иглы), закрепленного на свободном 
конце миниатюрного кантилевера (кронштейна). Зонды обычно изго
тавливают из кремния или нитрида кремния. Длина кантилевера -  
100-500 мкм, ширина -  10-40 мкм, толщина -  0,1-5 мкм; длина зонда 
-  около 10 мкм, радиус закругления острия -  1-50 нм. Кантилевер из
меряет слабые силы взаимодействия, возникающие между острием и 
поверхностью образца, значение которых зависит от расстояния меж
ду ними. Эти силы вызывают соответствующий изгиб кантилевера. 
Величина изгиба регистрируется с помощью оптической системы, 
включающей диодный лазер и детектор. Перемещение образца осу
ществляется с помощью пьезоэлектрического сканера (рис. 5.3). 
(Пьезоэлектричество -  возникновение электрических зарядов при де
формации кристалла (прямой эффект) и деформация кристалла под 
действием электрического поля (обратный эффект).)

Рис. 5.3. Принципиальная схема AC M  [3]
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Увеличенное изображение объекта наблюдают на мониторе 

компьютера. ACM позволяет манипулировать отдельными молекула
ми: механическим касанием молекулу белка можно адсорбировать на 
острие зонда, приподнять и перенести в другое место (рис. 5.4).

Рис. 5.4. Манипуляция молекулой белка с помощью A C M [3] 
Сканирующий туннельный микроскоп (СГМ). В 1986 г. 

Г. Биннинг и Г. Ройрер получили Нобелевскую премию за изобрете
ние СТМ, который может определять морфологию поверхностей с 
разрешающей способностью до отдельных атомов. Для работы СТМ 
требуются электропроводящие образны и зонды. С помощью СТМ 
были получены изображения биомакромолекул (белков, ДНК), ад
сорбированных на проводящем субстрате (золоте).

Принцип работы СТМ основан на квантовом явлении прохож
дения электрона сквозь потенциальный барьер, который образован 
разрывом электрической цепи -  небольшим промежутком (туннель
ным зазором) между зондирующим микроострием и поверхностью 
образца. Это явление называется туннельным эффектом, при котором 
полная энергия частицы меньше высоты потенциального барьера, и 
она (частица) проходит как бы по туннелю под барьером.

СТМ работает следующим образом (рис. 5.5): тонко заостренное 
токопроводящее острие приближают к поверхности образца на рас
стояние 1 нм с помошыо манипулирования предметным столиком (на 
рис. 5.5 не показан) и пьезоэлектрического сканера. На таком близ
ком расстоянии электроны туннелируют сквозь зазор между острием 
и образцом. Туннельный ток зависит от приложенной разности по
тенциалов между острием и образцом, от расстояния между ними, 
формы острия и химического состава образца и острия.



Рис. 5.5. Принцип действия СТМ  [3]
Контур обратной связи обеспечивает постоянную величину тун

нельного зазора или постоянного тока. Мерой морфологии поверхно
сти и се химического состава являются туннельный ток и напряжение 
контура обратной связи. Изображение наблюдают на мониторе ком
пьютера.

Оптический пинцет. Оптический (лазерный) пинцет представ
ляет собой устройство, в котором сфокусированный луч лазера ис
пользуется для передвижения микроскопических объектов размером 
от 10 нм до 10 мкм или удержания их в определенном месте. Этот 
эффект имеет место, если диэлектрическая постоянная и показатель 
преломления материала частицы выше, чем соответствующие значе
ния у окружающей ее среды.

В случае, когда размер частицы меньше длины волны (d  < )>), 
наличие сил, удерживающих частицу в фокусе, обусловлено появле
нием на поверхности последней электрических зарядов противопо
ложного знака, которые наведены электромагнитным полем лазерно
го луча. В фокусе эти силы уравновешены. Перемещение фокуса луча 
нарушает это равновесие, появляется сила, которая возвращает час
тицу в новое положение фокуса.

Если размер частицы больше длины волны (d  > А), то становятся 
справедливыми законы геометрической оптики. Частица отклоняет 
луч света, при этом получает импульс силы от потока фотонов, дей
ствующий в противоположном отклонению направлении. В фокусе 
луча импульсы сил, действующих на частицу с разных сторон, урав-



■ - ■ 127
новешены, а при перемещении фокуса появляется неуравновешенная 
сила, возвращающая частицу вслед за фокусом.

Таким образом, с помощью лазерного пинцета можно осуществ
лять сборку конструкций из наноразмерных частиц.

5.2.2. Рентгеноструктурный анализ
Рентгеноструктурный анализ является эффективным методом 

установления конформации (пространственного строения) биомакро
молекул и их комплексов. Он основан на расшифровке дифракцион
ной картины, получаемой при воздействии рентгеновских лучей на 
кристаллические вещества. Образование этой картины происходит в 
соответствии с условием Вульфа-Брэггов (Ю .В. Вульф -  русский фи
зик-кристаллограф, У.Г и У.Л. Брэгги - английские физики), отве
чающим получению дифракционного максимума:

2dsm 9= nX г
где d -  расстояние между отражающими плоскостями (в которых 
располагаются узлы кристаллической решетки); Я -  длина волны 
рентгеновского луча; О  -  угол, под которым луч падает на отражаю
щую плоскость; « -ц е л о е ч и с л о  (1, 2, 3 ,...).

Длина волны зависит от энергии лучей Е  в  килоэлектронвольтах 
(кэВ):

Я=1.240/£ [нм].
Одиночные кристаллы белков размером 0,1-1,0 мм получают 

методом подвешенных (висячих) капель. Для этого небольшую кап
лю (1-20 мкл) раствора белка (или вируса) помещают на покровное 
стекло (каплей вниз) и дают растворителю возможность постепенно 
испариться.

Рентгенограмму получают, используя одиночный кристалл или 
порошок из мелких кристаллов, запаянных в стеклянный капилляр 
(метод Дебая-Шерера).

Современная установка для получения дифракционной картины 
(рис. 5.6) состоит из источника рентгеновских лучей, столика, на ко
тором крепится исследуемый образец, шагового электромотора, вра
щающего этот столик, и экранного детектора. Для снижения скорости 
радиационного разрушения образца осуществляется его охлаждение 
азотом через сопло криогенной системы.

Экранный детектор входит в состав прибора с зарядовой связью 
(ПЗС), который является основой современной цифровой фото- и ви
деотехники. ПЗС накапливает электронный заряд при попадании на



него светового потока. Уровень заряда зависит от интенсивности и 
продолжительности освещения. Для минимизации темнового тока 
ПЗС работает при температуре -40°С, что позволяет детектировать 
единичные фотоны. Рентгеновские лучи, которые идут от образца, 
падают на экран, покрытый слоем сцинтиллятора, превращаясь в фо
тоны света. Экран детектора сообщается с матрицей ПЗС (емкость 
4096x4096 пикселей) через соответствующее число оптических воло
кон сечением 20x20 мкм. Емкость единичного пикселя достигает не
скольких сотен тысяч электронов, обеспечивая высокий динамиче
ский диапазон. Полученный по оптическим волокнам сигнал посту
пает на аналогово-цифровой преобразователь (АЦП), а затем на ком
пьютер для обработки с помощью специальных программ и визуали
зации получаемой картины.

Рис. 5.6. Рентгеновская установка для получения дифракционной 
картины с экранным детектором [3]

Сама по себе рентгенограмма говорит только об амплитудах, но 
ничего не говорит о фазах, соответствующих этим амплитудам, делая 
невозможным установление структуры молекулы. В 1953 г. М.Перутц 
применил к белкам метод, разработанный кристаллографами для 
расшифровки фаз в случае известных структур. Метод состоит в том, 
что к исследуемой молекуле присоединяют в определенных местах 
два атома металла (М. Перутц присоединял атомы ртути к атомам се



ры остатков цистеина в гемоглобине). Затем сравнивают рентгено
граммы нативных молекул и модифицированных путем присоедине
ния атомов металла. При расшифровке рентгенограмм используется 
математический аппарат, включающий преобразование Фурье, для 
которого требуется фазовая информация.

Рентгеноструктурный анализ сыграл большую роль в установ
лении в 1953 году вторичной структуры ДНК (двойной спирали) Дж. 
Уотсоном, Ф. Криком и М. Уилкинсом. В 1957 году английский био
химик Дж. Кендрью расшифровал одиночную цепь миоглобина, по
разительно напоминающую каждую из четырех цепей гемоглобина, 
трехмерная структура которых была установлена с помощью рентге- 
ноструктурного анализа в 1959 году М. Перутцем с сотрудниками. В 
1962 году Д. Филлипс с помощью этого метода получил изображение 
структуры фермента лизоцима. С помощью рентгеноструктурного 
анализа расшифрована трехмерная нативная структура нескольких 
тысяч белков. Обычно рентгенограммы белков снимают с использо
ванием характеристического излучения меди с длиной волны 1,537А.

В настоящее время структуру короткоживущих конформеров 
(молекул, различающихся только структурой, конформационных 
изомеров) со временем жизни, исчисляемым микро- и наносекунда
ми, удается установить с помощью времяразрешающей кристалло
графии. Она позволяет получать и интерпретировать карты электрон
ной плотности во времени. При понижении температуры скорость 
конформационных переходов замедляется на несколько порядков 
(криокристаллография). Так, например, изучали конформационный 
переход гемсодержащего белка, соединенного с молекулой СО, в бе
лок, лишенный этой молекулы. Для этого с помощью лазерного 
флэш-фотолиза "выжигали" молекулу СО при -196°С и регистрирова
ли переход конформации через стадию короткоживущего интерме
диата [3].

5.2.3. П рочие методы
Помимо ранее рассмотренных методов в исследованиях по на

нотехнологии используются и другие инструментальные методы.
Так, для определения массы наночастиц используется магнито

статический масс-спектрометр, в котором перед попаданием в масс- 
анализатор они подвергаются ионизации путем бомбардировки пото
ком электронов. Поделив массу частицы на ее плотность (если она 
известна), находят размер частицы (объем).



Для получения кристаллографической информации о припо
верхностных слоях материала используется методика дифракции 
низкоэнергетических электронов, пучок которых ведет себя как вол
на, отражающаяся от кристаллографических плоскостей аналогично 
рентгеновскому лучу. Длина волны электронного пучка 

Я =\,22бЩ  [нм], 
где Е  -  энергия электрона в эВ.

Так как электроны малых энергий (10-100 эВ) проникают в об
разец лишь очень неглубоко, дифракционная картина отражает поло
жение атомов в поверхностном слое [1].

Для решения различных вопросов в области нанотехнологии ис
пользуются такие физические методы как инфракрасная, фотоэмис- 
сионная и рентгеновская спектроскопия, магнитный резонанс (ЭПР, 
ЯМР), различные виды электрофореза, хроматография и др.

Кроме того, неоценимый вклад в методическое обеспечение 
экспериментов и трактовку полученных результатов вносит матема
тическое моделирование. Например, кинетические исследования ра
боты важнейших объектов БНТ -  ферментов -  невозможны без ис
пользования математических уравнений ферментативной кинетики, 
отражающих большое количество конкретных вариантов протекания 
реакций. Анализ этих моделей требует использования математиче
ского аппарата, а расчет уравнений -  применения ЭВМ, которые в 
настоящее время встроены также' в большинство лабораторных при
боров.

5.3. Генетические нанотехнологии
5.3.1. Общие сведения о носителях генетической информации

Исходным носителем генетической информации, которая опре
деляет строение клеток и проявление ими биологических функций, 
является дезоксирибонуклеиновая кислота (ДНК). Она же является 
тем узким "мостиком", который обеспечивает преемственность поко
лений. Генетическая система сформировалась естественным путем в 
процессе биологической эволюции. Первоначально носителями гене
тической информации были молекулы рибонуклеиновой кислоты 
(РНК), которые одновременно выполняли и функцию реализации 
этой информации путем ускорения определенных химических реак
ций (катализ). У современных организмов носителем наиболее пол
ной, "стратегической" (передающейся последующим поколениям) 
информации стали молекулы ДНК, а различные виды РНК -  преиму



щественно посредниками на пути биосинтеза основного "рабочего” 
звена биосистем -  белков.

У  прокариот ДНК представлена кольцевой "бактериальной хро
мосомой", располагающейся непосредственно в цитоплазме (нуклео- 
ид). Кроме того, у  многих бактерий имеется внехромосомная ДНК в 
форме небольших, замкнутых в  кольцо ее молекул, получивших на
звание плазмид. Д Н К эукариот в основной массе входит в состав 
хромосомного набора, находящегося в ядре, и частично (менее 1%) 
содержится в митохондриях и пластидах (цитоплазматическая ДНК).

По одному из своих размеров, поперечному, ДНК относится к 
нанообъектам. К  ним же относятся и мономеры, из которых она по
строена (нуклеотиды).

Из функций, которые осуществляются с участием молекулы 
ДНК, следует назвать репликацию (самоудвоение ДНК), транскрип
цию (биосинтез молекул РНК на соответствующих участках ДНК) и 
репарацию ДНК (ликвидацию ее повреждений).

На молекулах ДНК закодирована информация о первичной 
структуре белков, рибонуклеиновых кислот, имеются участки, вы
полняющие регуляторные функции, однако назначение большой час
ти нуклеотидных последовательностей не вполне ясно (это относится 
к ДНК эукариот). Существенной особенностью строения ДНК эука
риот является мозаичный характер кодирования информации о струк
туре белков. Участки ДНК, кодирующие аминокислотную последова
тельность белковой молекулы (экзоны), разделяются участками, ко
торые такой информации не несут. Поэтому после транскрипции 
предшественницы матричной РНК -  пре-мРНК происходит процес
синг (созревание) последней, в ходе которого вырезаются участки, 
транскрибированные с нитронов (их доля может достигать 90% от 
пре-мРНК), а кодирующие участки сшиваются в единую нить, обра
зуя зрелую мРНК. Вырезанные участки пре-РНК подвергаются фер
ментативному расщеплению и в цитоплазму не поступают. Выреза
ние "лишних" участков имеет место и у транскриптов транспортных 
и рибосомных РНК (тРНК и рРНК) при их биосинтезе.

5.3.2. Естественные процессы изменении генетической 
информации

Биологическая эволюция непременно связана с изменением на
следственной информации организмов. В естественных условиях оно, 
прежде всего, обусловлено спонтанным возникновением точковых



мутаций и хромосомных перестроек: выпадением участков хромосом 
(делеции), удвоением (дупликации) или умножением (амплификации) 
числа отдельных генов или их групп, вставками участков хромосом в 
новые места (транспозиции), обменом участками между хромосома
ми (транслокации). Отмеченные мутации носят ненаправленный ха
рактер, тем не менее, они дают материал для последующего отбора. В 
результате могут появляться микроорганизмы с полезными или 
улучшенными свойствами. Скорость появления мутаций увеличива
ют, используя искусственные мутагены (радиацию, УФ-облученис, 
химические вещества).

В природе существуют и другие пути получения микроорганиз
мов с измененным геномом, основанные на обмене генетической ин
формацией. Прежде всего, генетический обмен между клетками осу
ществляется с помощью внсхромосомных генетических элементов -  
плазмид, которые встречаются обычно в кольцевой (реже в линей
ной) двухцепочечной формах. Перенос генетической информации от 
клетки-донора к клетке-реципиенту может осуществляться путем 
конъюгации при непосредственном контакте клеток между собой. 
Аналогичная передача ДНК от клетки к клетке осуществляется по
средством трансдукции с участием бактериофага. Гены могут также 
передаваться из клетки в клетку без непосредственного контакта их и 
без каких-либо переносчиков. Трансформирующая (донорная) ДНК, 
высвобожденная в результате спонтанного лизиса части клеток попу
ляции, адсорбируется и поглощается некоторыми (компетентными) 
клетками и включается в их геном. Кроме того, генетическую инфор
мацию могут переносить транспозоны -  дискретные сегменты ДНК, 
способные к самостоятельному перемещению в пределах одного ге
нома или из одного генома в другой.

При исследовании взаимодействий, связанных с операциями на 
нуклеиновых кислотах (ДНК, РНК), которые имеют место в мире 
микроорганизмов, был выявлен целый ряд биологических нанотехно
логий, которые в адаптированном виде используются в генетической 
инженерии. Так, нашли широкое применение ферменты рестриктазы, 
с помощью которых в естественных условиях бактерии выводят из 
строя ДНК бактериофагов; лигазы, сшивающие фрагменты молекул 
ДНК; ДНК и РНК-полимеразы; прямая и обратная транскриптазы; 
плазмиды и т.д.



5.3.3. Генетическая инженерия
Академик А.А. Баев под генетической инженерией понимает 

конструирование in vitro функционально активных генетических 
структур -  рекомбинантных ДНК. Это конструирование носит пеле- 
напрвленный характер, а введение рекомбинантной ДНК в геном ре
ципиента создает новый организм или модифицирует существующий. 
Область применения генноинженерных технологий в настоящее вре
мя существенно расширилась по сравнению с тем временем, когда 
А.А. Баев давал определение генетической инженерии (1984 год), по
этому не все, что сейчас к ней относят, в буквальном смысле подхо
дит под это определение.

Бактерии обладают высокой скоростью метаболизма и целым 
рядом эксплуатационных характеристик, отличающих их от культи
вируемых клеток эукариот. Поскольку генетический код у прокариот 
и эукариот един, а механизм биосинтеза белка сходен, то возникла 
идея внедрить ген эукариотического организма, ответственного за 
синтез конкретного белка, в геном бактерии и "заставить" ее выраба
тывать этот белок. К числу последних относятся инсулин, соматотро- 
иин, интерфероны и др. В целом технология создания организмов, 
несущих рекомбинантную ДНК, достаточно стандартна, различия ка
саются лишь конкретных случаев.

Прежде всего, необходимо получить ген, который предназначен 
для переноса. Этот ген (трансген) можно выделить из генома орга- 
низма-донора, взять из геномной библиотеки, синтезировать химиче
ским или ферментативным путем. Обычно трансген выделяют из кле
ток эукариот, для которых характерно, как отмечалось выше, мозаич
ное строение, в отличие от структуры генов прокариот, куда он 
(трансген) переносится.

Прокариотический организм процессинг осуществить не можег, 
и, следовательно, не сможет синтезировать белок, закодированный в 
трансгене эукариота. Эго несоответствие устраняют следующим об
разом: выделяют из клетки-донора прошедшую процессинг, зрелую 
мРНК, с которой затем с помошью обратной транскриптазы (реверта- 
зы) получают копию ДНК (кДНК). Ее можно переносить в клетку- 
реиипиента.

Следующий этап связан с механизмом переноса этой генетиче
ской информации в клетку, который осуществляют одним из двух пу
тей: с помошью вектора или прямым введением.



Вектор -  молекула ДНК (или РНК), которая переносит вклю
ченный в нее чужеродный ген в клетку, где он реплицируется. К чис
лу векторов относят плазмиды, вирусы, транспозоны и др. Широкое 
распространение получило использование в качестве векторов плаз
мид. Плазмида (как и другие векторы) должна обладать способно
стью к автономной репликации, иметь область, куда можно встраи
вать трансген, маркерные гены (позволяющие отличить трансформи
рованные клетки от обычных) и соответствующий промотор, а также 
небольшой размер. Фермент рестриктаза в определенном месте раз
рывает ДНК плазмиды и в место разрыва с помощью другого фер
мента -  лигазы -  встраивается трансген.

Чтобы происходила транскрипция трансгена с плазмиды, необ
ходимо наличие прокариотического промотора, стоящего перед ним. 
Для этой цели широко используются коммерческие бактериальные 
промоторы. Таким образом, вектор представляет собой генетическую 
конструкцию, которая помимо ДНК собственно плазмиды и трансге
на содержит промотор и работающий маркерный ген, например, при
дающий клеткам устойчивость к антибиотикам или способность вы
рабатывать белки, светящиеся в УФ-лучах (рспортерный ген). С по
мощью плазмид можно клонировать фрагменты ДНК размером не 
более 10 ООО пар нуклеотидов (10 т.п.н.).

Конъюгативная плазмида, содержащая трансген (химерная, или 
гибридная плазмида) попадает путем конъюгации в бактерию и начи
нает реплицироваться в каждом новом поколении. Благодаря нали
чию маркеров отбирают клетки, содержащие трансген, затем осуще
ствляют их клонирование с целью получения большого количества 
копий, которые путем транскрипции синтезируют белок, закодиро
ванный во введенном гене. Обычно эти процессы осуществляют в 
бактериальных клетках.

Прямой перенос генов в клетку осуществляют путем трансфор
мации, трансдукции, трансфекции (введение ДНК, адсорбированной 
на кристаллах фосфата кальция, в клетку путем фагоцитоза), микро- 
инъекпии ДНК с помощью микроиглы и микроманипулятора (в клет
ку или ядро), путем упаковки ДНК в липосомы, которые сливаются с 
мембраной клетки, а также с помощью биологической баллистики. 
Последний метод заключается в том, что молекулы рекомбинантной 
ДНК напыляют на мельчайшие частицы золота (или вольфрама), ко
торыми с помощью специальной генной пушки обстреливают клетку 
(и ее ядро). Прямой перенос генов производят в клетки эукариот (эм



бриональные клетки животных, клетки культуры тканей, проростки и 
др.). Из полученных трансформированных клеток эукариот можно 
вырастить трансгеннос растение или осуществлять культивирование 
этих клеток.

5.3.4. О бласти  прим енения генетической инженерии
Традиционные методы создания организмов с полезными для 

человека свойствами основаны на селекции возникших естественным 
путем мутантов (скорость мутирования позднее стали искусственно 
увеличивать с помощью мутагенов), а также объединении в одном 
гибридном организме ряда полезных свойств, присущих по отдельно
сти разным организмам. Однако скрещивание, дающее гибриды, спо
собные приносить потомство, возможно лишь между представителя
ми одного вида. Методы генетической инженерии позволили преодо
леть этот установленный Природой барьер и создавать генетические 
химеры, объединяя в одном организме фрагменты геномов предста
вителей не просто разных видов, но и царств.

Во многих лабораториях мира проводятся всевозможные работы 
в области генетической инженерии. Одни из них направлены на ре
шение фундаментальных проблем биологии, другие преследуют чис
то практические цели, третьи стремятся показать безграничные воз
можности генетической инженерии по удовлетворению стимулируе
мых рекламой непрерывно растущих, часто надуманных потребно
стей людей, например, получение розы синего цвета или хлопка с ок
рашенным "на корню" волокном. Многие примеры из этой категории 
проблем носят характер декларации о намерениях, призванных лишь 
вызвать интерес к генетической инженерии.

Области, где генно-инженерные исследования действительно 
могут принести реальную пользу -  медицина и сельское хозяйство. 
Однако, поскольку эти области относятся к числу жизненно важных, 
напрямую связанных с организмом человека, внедрение достижений 
генетической инженерии должно быть чрезвычайно осмотрительным, 
учитывающим весь комплекс возможных последствий.

В  м едицине  рекомбинантные ДНК (порою полученные путем 
химического синтеза и не встречающиеся в природе) используются 
при лечении и диагностике болезней.

Из веществ, используемых в лечебных целях, можно назвать по
лученные с помощью генно-инженерных методов инсулин (гормон 
поджелудочной железы, регулирует углеводный обмен и поддержи



вает нормальный уровень сахара в крови), соматотропин (гормон 
роста, сскрстируется передней долей гипофиза), интерфероны (фак
торы устойчивости к инфекционным заболеваниям), соматостатин 
(гормон гипоталамуса, подавляет выделение инсулина и соматотро- 
пина), (3-эндорфин (опиоидный пептид, оказывает модулирующее 
влияние на передачу нервных импульсов в ряде отделов ЦНС), анти
тела, вакцины (включая съедобные), факторы свертывания крови и 
др. Серьезные перспективы имеют работы в области генетической те
рапии (генотерапии) -  лечении наследственных заболеваний челове
ка. Не менее важной проблемой является использование трансгенных 
животных как источника органов для пересадки человеку. Удобным 
донором по ряду причин является свинья, у которой "нокаутированы" 
(выключены) гены гистонесовместимости, а вместо них введены гены 
гистосовместимости. Работы в этой области ведутся.

П олим еразная ценная реакция. Генно-инженерные технологии 
применяются и при создании методов диагностики заболеваний. Ши
роко применяется метод полимеразной цепной реакции (ПЦР), а в по
следнее время -  биологические микрочипы (биочипы).

Для того, чтобы выявить возбудителя инфекционного заболева
ния, его часто требуется получить в достаточном для анализа количе
стве. Для этого его выращивают на питательной среде.

Так, отдельную микробную клетку, упавшую из воздуха на пи
тательную среду в чашке Петри, практически невозможно обнару
жить даже с помощью микроскопа, а колония, которая из нее вырас
тет, становится видимой невооруженным глазом. Вирусы выращива
ют в живых клетках организмов, например, в курином эмбрионе или 
культуре клеток. В методе ПЦР выращивают достаточное для анализа 
количество не опасных возбудителей болезни, а специфических безо
пасных фрагментов их ДНК. Для этого после расшифровки нуклео
тидной последовательности ДНК возбудителя заболевания синтези
руют небольшие последовательности, ограничивающие специфиче
ский участок ДНК. В специальном приборе -  термоциклере (ампли- 
фикаторе) в среду, содержащую ничтожное количество ДНК возбу
дителя заболевания вводят эти ограничивающие участки (праймеры), 
набор из четырех типов нуклеотидов и термостабильную ДНК- 
полимеразу. После этого последовательно, в несколько этапов осуще
ствляют амплификацию -  получение огромного количества (доста
точного для анализа) копий специфического участка ДНК (вместе с 
ограничивающими его праймерами).



Б иочипы  являются одним из наиболее быстро развивающихся 
экспериментальных направлений современной биологии. Один из 
конструктивных вариантов биочипа представляет собой небольшую 
пластинку (матрицу) размером с почтовую марку, изготовленную из 
стекла или пластика. На нее нанесены с помощью специального ро
бота микрокапли геля, в которых иммобилизованы молекулы, спо
собные специфически взаимодействовать с молекулами пробы. Плот
ность расположения таких капель (микрозондов) на пластинке 
("платформе”) -  10-30 на 1 квадратный миллиметр.

На рис. 5.7 показан принцип действия зонда олигонуклеотидно- 
го биочипа. В гелевой микрокапле иммобилизованы фрагменты од
ноцепочечной ДНК, состоящие из последовательности нуклеотидов 
АГТЦ. Обычно молекулы анализируемой пробы метят флуоресцент
ным красителем, который начинает светиться только при полном со
единении этой молекулы с тестом (молекулами, иммобилизованными 
в микрокапле геля). Если в пробе, содержащей одноцепочечную ДНК 
или олигонуклеотиды, имеется участок ТЦАГ, комплементарный 
АГТЦ, образуется дуплекс и возникает свечение (рис. 5.7).

Таким способом можно осуществлять секвенирование фрагмен
тов ДНК, которое после соответствующего анализа позволяет устано
вить полную нуклеотидную последовательность ДНК. Для этой цели, 
в частности, был изготовлен гсксамерный олигонуклеотидный мик
рочип, содержащий 4096 разных микрозондов (4б = 4096; 4 -  число 
нуклеотидов -  А, Г, Ц, Т; 6 -  число нуклеотидов в зонде), располо
женных в строго определенном порядке. Для количественного анали
за (регистрации светящихся зондов) был изготовлен чип-детектор, 
состоящий из флуоресцентного широкопольного высокотемператур
ного микрочипа, соединенного с видеокамерой и компьютером, и 
разработано программное обеспечение. Чип-дстсктор работает в ав
томатическом режиме.

Этот метод по характерному набору олигонуклеотидных зондов 
позволяет обнаруживать в пробе отдельные гены, выявлять в них му
тации. Он позволяет работать и с молекулами РНК.

Кроме нуклеиновокислотных биочипов разработаны и белковые 
биочипы (содержащие ферменты, антитела, антигены и т.д.), которые 
облегчат исследования в области протеомики (наука о белках).
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Рис. 5.7. Схема связывания фрагментов Д Н К  на биочипе.

Олигонуклеотид фиксирован на одном из элементов 
биочипа и избирательно связывает из многих флуорес
центно меченых фрагментов Д Н К  только полностью  
комплементарный, который начинает светиться (А). 
Присутствие некомплемептарпой пары (А-Г) предотвращает 
взаимодействие и оставляет элемент биочипа темным (Б)

Широкое применение биочипы находят в медицине для диагно
стики инфекционных и наследственных заболеваний, выявления рака. 
Так, один-единственный биочип может выявить все известные на се
годняшний день формы возбудителя туберкулеза, а также опреде
лить, каким именно антибиотиком нужно лечить конкретную форму. 
И определяется это не за несколько недель, как традиционным спосо
бом, а в течение нескольких суток.

Если гены присутствуют в геноме в количестве одной или не
скольких копий, требуется их предварительная амплификация, как 
это делается в ПЦР-анализе. Разработан метод, при котором ампли
фикация происходит исключительно в гелевых элементах биочипа.

Идея создания биочипа пришла в голову практически одновре
менно трем ученым -  в Британии, Югославии и СССР. Югославские 
и английские ученые идею до реального продукта не довели, удалось 
это лишь нашим ученым во главе с директором института молеку
лярной биологии, академиком Андреем Дарьевичем Мирзабековым, 
которые создали и довели до практического использования "русский 
биочип", как его называют за рубежом.

В раст ениеводст ве  усилия генобиотехнологов направлены, 
прежде всего, на улучшение эксплуатационных характеристик куль
турных растений. Тем из них, которые выращивают в неблагоприят
ных условиях, с помощью генно-инженерных методов вводят гены



растений, обладающих устойчивостью к действию этих неблагопри
ятных факторов среды. Так получают растения, устойчивые к засухе, 
жаре, повышенному засолению почвы, морозам, а также к вредным 
насекомым. Чтобы создать такие сорта растений, необходимо предва
рительно четко установить механизм соответствующей устойчивости 
и выявить ген или гены, от которых она зависит в растении-доноре, а 
затем совершить стандартные процедуры переноса их в растение- 
реципиент. В этом и состоит принципиальное отличие целенаправ
ленной работы генетических конструкторов от случайного появления 
полезных мутаций в естественных условиях.

Приходится создавать сорта растений, устойчивых и к антропо
генным факторам, в частности к гербицидам, которые в сельском хо
зяйстве применяют для борьбы с сорняками.

Ведутся генно-инженерные работы по регулированию сроков 
созревания овощей и фруктов, увеличению времени их хранения, по
вышению эффективности фотосинтеза, биологической азотфиксации, 
изменению пищевой ценности растений, в частности, улучшению 
аминокислотного состава белков зерновых культур. Большое облег
чение в работе с растениями связано с их тотипотентностью, когда из 
трансгенной соматической клетки можно вырастить целое растение.

П ри работ е с клет кам и ж ивот ны х  чужеродную ДНК вводят в 
культивируемые соматические клетки или в половые клетки. В пер
вом случае геномодифицированные клетки используют для получе
ния, например, ДНК-вакпины (некоторых вирусных антигенов). В 
случае получения трансгенных животных генетические конструкции 
часто вводят в эмбриональные стволовые клетки (ЭСК). Когда число 
бластомеров эмбриона не превышает восьми, они являются недиффе
ренцированными и обладают свойством тотипотентности, то есть ка
ждый из них может дать начало новому организму, выращенному в 
утробе суррогатной матери. Можно вводить чужеродную ДНК и в 
сперматозоиды, а затем производить ими оплодотворение.

Трансгенные животные применяют, прежде всего, для модели
рования различных генетических болезней и поиска путей их лечения 
(генотерапия). Кроме того, трансгенные животные могут быть ис
пользованы в качестве своеобразных биореакторов, например секрс- 
тирующих в молоко гормоны, ферменты, моноклональные антитела, 
сывороточный а л ь б у м и н  (используется при операциях) и др.

Генетическая инженерия позволяет получать фантастические 
результаты, которые могут пойти как на пользу людям, так и прими-



нить им вред. Применение последних может вступить в конфликт с 
существующими нормами морали. Это обстоятельство необходимо 
обязательно учитывать при решении вопроса о внедрении в жизнь 
той или иной генно-инженерной разработки.

5.4. Морфогенетические наноструктуры
Информационные биомакромолекулы. Исходная биологиче

ская информация, приобретенная организмами в процессе эволюции, 
хранится в молекулах ДНК и через них же передается потомству. Ко
дируется она с помощью триплетного кода, образованного мономер
ными элементами -  нуклеотидами. Белковые (полипелтидные) моле
кулы в период возникновения жизни, по-видимому, тоже обладали 
матричными свойствами, и, согласно мнению ряда ученых, на них 
происходила сборка полинуклеотидов. Поэтому не исключено, что и 
в настоящее время отдельные группы белков являются промежуточ
ными носителями морфогенетической информации, полученной от 
молекул ДНК. Однако информация не имеет биологического смысла, 
если отсутствует (или не работает) механизм ее реализации. Функ
цию передачи и реализации генетической информации в биосистемах 
выполняют наноразмерные элементы -  биомакромолекуяы.

Ц игоскслет. Наноразмерные элементы образуют опорно- 
двигательную систему (цитоскелет) эукариотических клеток, который 
в первой половине XX века некоторые ученые принимали за аналог 
нервной системы простейших. Дитоскслстные структуры представ
лены нитевидными, неветвящимися белковыми комплексами (фила- 
ментами). Существует три системы филаментов, которые различают
ся по ультраструктуре, химическому составу и функциональному на
значению. Самые тонкие из них с диаметром около 6 нм состоят в ос
новном из белка актина и называются микрофиламентами. Самые 
толстые фибриллы с диаметром 25 нм, состоящие из белка тубулина, 
называются микротрубочками. Третья группа представлена промежу
точными филаментами с диаметром около 10 нм, которые образованы 
разными, но родственными белками. Эти элементы встречаются во 
всех без исключения эукариотических клетках. Все три группы фи
ламентов нестабильны, способны к полимеризации и деполимериза
ции, что может приводить к некоторой подвижности, в частности 
проявляющейся в изменении формы клетки. Все филаменты облада
ют специфическими свойствами, однако особый интерес в последнее 
время исследователи проявляют к микротрубочкам. Тубулины, из ко



торых они состоят, при полимеризации образуют полые трубки, дав
шие им соответствующее название. Молекула тубулина состоит из 
двух разных субъединиц: а-тубулина и (3-тубулина, соединенных ме
жду собой, то есть представляет гетеродимер, обладающий полярно
стью. При полимеризации, идущей с затратой энергии ГГФ, образу
ются протофибриллы, также обладающие полярностью. Тринадцать 
протофибрилл, соединяясь боковыми поверхностями, образуют мик
ротрубочку, полярные свойства которой проявляются в том, что на 
одном конце (плюс-концс) происходит присоединение гетеродимеров 
тубулина (с участием ГТФ), а на другом (минус-конце) -  их диссо
циация. В составе микротрубочек обнаружены ассоциированные с 
тубулинами МАР-белки (microtubule-associated proteins), которые 
стабилизируют микротрубочки и ускоряют полимеризацию тубулина. 
Полагают, что микротрубочки выполняют скелетную и двигательную 
функции.

Наблюдения за поведением фибробластов и эпиталиальных кле
ток (эпителиоцитов) в условиях in vitro, длительное время проводив
шиеся профессором М ГУ Ю.М. Васильевым, дали ему основание в 
одной из своих работ назвать цитоскслст разумным, организующим 
целесообразные реакции клетки в ответ на различные ситуации. Он 
отметил наличие у  клеток кратковременной и долговременной памя
ти, которую связал с работой микротрубочек. С другой стороны, уче
ный из Томского научного центра СО РАН Е.Е. Слядников теорети
чески доказал, что микротрубочки в силу полярности молекул тубу- 
линов обладают способностью запоминать, хранить и перерабатывать 
огромное количество информации. Молекулы тубулина могут нахо
диться в двух (может быть, в трех) конформационных состояниях в 
зависимости от того, куда переместится свободный электрон из цен
тра гетеродимера, то есть они являются двоичными элементами мик- 
ротрубочковой информационной системы. Микротрубочки обладают 
способностью к распознаванию образов и представляют собой кван
товые процессоры, сформированные из тубулиновых базовых эле
ментов. Это, по-видимому, и является причиной целесообразного 
("разумного") поведения клеток, о котором говорил Ю.М. Васильев.

У  микротрубочек имеется еще одна функция -  они являются 
своего рода транспортными коммуникациями с односторонним дви
жением, по которым транспортные белки (динеины и кинезины) мо
гут перемещать различные внутриклеточные структуры (митохонд
рии, лизосомы, хромосомы, секреторные вакуоли и др.). Миктротру-



центра к периферии (рис. э.й_).

Рис. 5.8. Схема движения частиц в аксоне: 1 -  тело нейрона;
2 -  аксон; 3 -  нервное окончание; 4 -  ретроградный 
транспорт; 5 -  антероградный транспорт [6 гл. 2]

Локомоторные белки, подобно шаговым электродвигателям, ко
торые применяются в исполнительных устройствах компьютеров, 
осуществляют прерывистое движение своих "грузов", осуществляе
мое с затратой энергии АТФ. Кинезины перемещаются в направлении 
плюс-конца, к периферии (антероградный транспорт), динеины осу
ществляют ретроградный транспорт, направленный к центру клетки 
(рис. 5.9).

Рис. 5.9. Внутриклеточное перемещение вакуоли с помощью 
кинезина(а) и динеина (6); МГ-микротрубочка [6 гл. 2] 

Моторные белки обычно обладают специфичностью по отноше
нию к транспортируемым частицам. Таким образом, в клетке имеется 
напоминающая железнодорожное сообщение транспортная система, 
осуществляющая четкую, с точностью до шага локомоторного белка, 
доставку корпускул в нужное место. Эта транспортная система кон
тролируется микротрубочковыми квантовыми процессорами, кото-
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рыс, с одной стороны, обеспечивают требуемую форму клетки, с дру
гой -  соответствующее расположение в ней органелл, то есть осуще
ствляют морфогенез клетки (цитоморфогенез).

Естественно, возникает вопрос об участии генетической инфор
мации, которая содержится в молекулах ДНК, в этих процессах. Из
вестно, что компоненты ЦОМТ -  центриоли, в интерфазных клетках 
связаны с помощью промежуточных филаментов с ядерной мембра
ной и ядром. Не исключено, что морфогенетическая информация ка
ким-то неизвестным сейчас способом перекодируется и через проме
жуточные филаменты передается в ЦОМТ, а от него -  микротрубоч
кам, которые реализуют ее.

К оллаген . У Metazoa, как отмечал известный онтофизиолог 
В.Н. Никитин с сотр., важную роль в морфогенезе играет соедини
тельная ткань, прежде всего вырабатываемые ее клетками коллаген и 
углеводно-белковые комплексы. М ногие факты указывают на то, что 
молекулы коллагена, помимо традиционно признаваемой опорной 
функции, принимают активное участие в формировании органов. 
Молекула коллагена состоит из трех спирально закрученных цепей и, 
в отличие от глобулярного тубулина, имеет фибриллярное строение. 
Первичная структура молекулы коллагена, за исключением коротких 
концевых участков, представлена чередующимися трипептидами, ко
торые начинаются остатком глицина. Остальная часть каждого три
плета состоит из всевозможных сочетаний двух аминокислотных ос
татков, что наводит на мысль о не только опорной (механической) 
функции коллагена, но и информационной, где кодонами являются 
триплеты (реально -  дуплеты) аминокислотных остатков. Первичная 
структура длинных цепей (приблизительно 1000 аминокислотных ос
татков каждая) кодирует морфогенетическую информацию, исходно 
заданную основным носителем генетической информации -  молеку
лами ДНК.

Не исключено, что коллагеновые молекулы, используя свою 
триплетную информацию, формируют трехмерный каркас, к различ
ным кодовым участкам которого, напоминающим «штрих-код», пе
ремещаются соответствующие специализированные клетки. Важную 
роль в морфогенезе, по-видимому, играют углеводно-белковые ком
поненты основного вещества соединительной ткани (гликопротеиды), 
которые за счет белок-белкового взаимодействия связываются с соот
ветствующими кодирующими участками коллагена. Углеводная 
часть гликопротеидов, в частности, относящихся к группе лектинов,



обладает высокоспецифическими рецепторными свойствами и вы
полняет функции узнавания при взаимодействии со специализиро
ванными клетками, из которых строятся органы. Между собой клетки 
связываются с помощью тканеспецифичных факторов агрегации 
(гликопротеинов, протеогликанов) в присутствии ионов кальция и 
магния. Строение информационного коллагенового каркаса находит
ся под постоянным контролем морфогенетической информации ДНК 
и в ходе онтогенеза изменяется.

Следует отметить, что морфогенез Metazoa, как и других, более 
низких уровней организации биосистем, происходит с широким уча
стием механизмов самоорганизации, включающих взаимное узнава
ние и адгезию (слипание) структур, из которых формируются трех
мерные системы.

Таким образом, биологические информационные системы 
(БИС), ио-видимому, могут иметь разную химическую природу и со
стоять из молекул нуклеиновых кислот, белков, углеводов, выпол
няющих как функцию хранения информации, так и ее реализации 
(например, информационная РНК хранит информацию, а рибосомяая 
РНК -  ее реализует, являясь компонентом рибосомы).

Приверженцы гипотезы квантово-статистической природы че
ловеческого создания-считают, что в нейронах мозга подходящими 
субъектами для "квантово-статистических вычислений" являются 
информационные белковые нанополимеры -  микротрубочки цито
скелета (С. Хамерофф, Р. ГТенроуз и др.). В этом случае работа нерв
ной системы со своими механизмами кодирования информации также 
базируется на макромолекулярных элементах.

Знание кодов БИС и механизмов реализации информации в бу
дущем позволит решить сложные медицинские проблемы. Появится 
реальная возможность конструировать искусственные информацион
ные системы под конкретные цели, как, например, это делается при 
химическом синтезе генов носителей информации о структуре не
существовавших ранее белков. Более того, молекулярные носители 
биологической информации со временем можно будет использовать в 
качестве базовых элементов при создании нанокомпьютеров.



5.5. Биосенсоры
Слаженное протекание внутриклеточных процессов связано не 

только с четким следованием исполнительных структур клетки 
управляющим воздействиям, но и работе обратной связи, несущей 
центру информацию о реальном результате управления и корректи
рующей его. Так, при избыточном накоплении на конечном участке 
цепи последовательно работающих ферментов метаболита, он связы
вается с аллостерическом центром стоящего в начале цепи фермента, 
изменяет его конформацию, что ведет к снижению активности (или 
полному выключению) данного фермента. Это наиболее примитивная 
сенсорная (чувствующая) система, в которой белковая система (алло- 
стерический фермент) меняет свою структуру и поведение в ответ на 
изменение конкретного фактора окружающей среды.

Чрезвычайно важным для формирования целесообразною пове
дения одноклеточного организма или Metazoa является получение 
информации о состоянии внешней среды. Задача решается с помо
щью встроенных в цитоплазматическую мембрану рецепторных бел
ковых молекул R  (рис.5.10). Когда рецепторная, в данном случае се- 
мидоменная молекула R, активируется изменением какого-то фактора 
S внешней среды, она претерпевает конформационные изменения. 
Последние детектируются (обнаруживаются) гетеротримерными G- 
белками, связанными с мембраной, которые, в свою очередь, активи
руют эффекторные молекулы Е в мембране (ферменты, ионные кана
лы и др.). Часто это ведет к выделению в цитозоль вторичного мес
сенджера М.

Внеклеточное
пространство S

М ембрана \

Цитозоль М

Рис. 5.10. Работа мембранной сигнальной системы [8]

Например, эффектор -  аденилатцикпаза катализирует формиро
вание вторичного мессенджера -  цАМФ, который активирует цАМФ- 
зависимую протеинкиназу, осуществляющую фосфорилирование



различных белков: ферментативных, мембранных, рибосомных, хро- 
матиновых. В результате могут возникнуть самые разнообразные из
менения в метаболизме клетки. В частности фосфорилирование бел
ков хроматина оказывает влияние на транскрибирование генов, кон
тролируя тем самым скорость синтеза ферментов и других белков.

Существует великое множество рецепторных систем нанораз- 
мерного уровня, воспринимающих самые различные сигналы.

У Metazoa информационный процесс начинается с восприятия сиг
нала рецептирующими системами. Сам процесс восприятия сигнала, об
работка его и посылка к исполнительной системе связаны с кодировани
ем (шифрованием) информации. Эго происходит уже на уровне отдель
ной нервной клетки, которая функционирует одновременно как коди
рующая и декодирующая (расшифровывающая) система.

Помимо познавательного интереса в отношении исследования 
строения и работы сенсорных систем актуальным является бионический 
аспект -  использование этих наноразмерных, высокочувствительных 
датчиков для регистрации различных физических и химических агентов.
5.6. Т ранспортны е систем ы мембран

В большинстве случаев транспорт веществ через мембрану в 
клетке осуществляется с участием белковых молекул.

При пассивном транспорте некоторые мембранные белки обра
зуют молекулярные комплексы -  каналы. Через них за счет простой 
диффузии растворенные молекулы поступают в клетку или выходят 
из нее. Некоторые из этих каналов открыты постоянно, другие могут 
закрываться или открываться в ответ на связывание с сигнальными 
молекулами или изменение концентрации ионов внутри клетки. Так, 
в частности, работает холинорецептор, управляющий трансмембран
ным каналом. Он функционирует без участия G-бслка, по принципу 
самостоятельного канала. Пять его гликопротеиновых субъединиц (2 
а-, 1 р~, 1 у- и 1 8-субъединицы) образуют канал диаметром 2 нм, 
проницаемый для ионов натрия, калия, кальция и некоторых органи
ческих катионов (рис. 5.11). Рецептор (и, соответственно, канал) мо
жет находиться в трех состояниях: покоя (канал закрыт), активиро
ванном (канал открыт) и десенсибилизированном (канал закрыт). Ак
тивация канала осуществляется связыванием рецептора с ацетилхо- 
лином (агонистом) и протекает в течение миллисекунд. Переход из 
одного состояния в другое, по-видимому, сопровождается сущест
венными конформаиионными изменениями субъединиц.



Рис. 5.11. Структура холинорецептора [12]
Перенос веществ по механизму облегченной диффузии также 

протекает с участием белков-переносчиков (пермеаз). Предложены 
модели вращающегося переносчика и трансляции (рис. 5.12).

j w lc j lo c

Я ! —
Рис. 5.12. Модели работ ы пермеаз по механизму вращающегося 

переносчика (IA и 1Б) и трансляции (2) [13]

Общей чертой этих моделей является последовательность ста
дий узнавания субстрата, его связывания с белком-переносчиком, пе
реноса через мембрану и освобождения от переносчика.

Активный трансмембранный транспорт осуществляется с затра
той энергии, так как происходит перенос ионов из области с низкой



концентрацией их в область с высокой концентрацией. Ионный 
транспорт осуществляется транспортными АТФ-азами, которые часто 
называют ионными насосами. Так, (K+/NaJ’)-Hacoc представлен двух- 
субъединичной белковой молекулой, находящейся в плазматической 
мембране (рис. 5.13).

При работе он за один цикл откачивает из клетки три иона натрия и 
закачивает в нее два иона калия. При этом затрачивается одна молекула 
АТФ, идущая на фосфорилирование АТФ-азы, в результате чего ион на
трия переносится через мембрану из клетки, а ион калия получает воз
можность связаться с белковой молекулой и затем переносится в клетку 
(антипорт). Сходным образом с помощью мембранных насосов проис
ходит регуляция в клетке концентрации ионов магния и кальция.

Рис. 5.13. Схема работы (K^/Na*)-nacoca: 1 —участок 
связывания Na*; 2 -  участ ок связывания АГ+;
2 — мембрана [2 гл. 6]

Еще более сложное строение имеет обратимая протон- 
транслоцируюшая АТФ-аза (Н+-АТФ-аза). Она представляет собой 
мембраносвязанные комплексы, состоит из двух частей: каталитиче
ской (F |), которая диссоциируется с мембраны, может функциониро
вать только как АТФ-аза, и мембранной (F0), обладающей протон- 
транслоцирующей активностью (рис. 5.14).

F| адсорбируется на поверхности мембраны, взаимодействуя с гид
рофобной частью F0, полностью погруженной в мембрану. Считают, что 
Fo представляет собой тот канал, по которому протоны поступают к ак
тивному центру АТФ-азы. Fo состоит из трех видов субъединиц (а, Ь, с). 
Формула F| (в порядке уменьшения их молекулярной массы) -  а-Дубе,
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F o -  aib2C6_lo. Только полный комплекс F |-F9 способен осуществлять пре
образование энергии, то есть реакции, связанные с переносом энергии 
через мембрану. В митохондриях за счет энергии переноса протонов че
рез мембрану происходит синтез АТФ с участием АТФ-азы из АДФ и 
неорганического фосфата. В этом случае фермент выступает в роли 
АТФ-синтетазы. Расщепление АТФ с участием этого же фермента осу
ществляет перекачивание протонов через мембрану в обратном направ
лении (во внутреннее пространство). В этом проявляется обратимость 
функционирования ЬГ-АТФ-азы.

Рис. 5.14. Структура b t -АТФ-азы: а, Д, у, 5, е -  субъединицы F y  
а, Д образуют насос, у, S, t: -  образуют ворота;
Fq — канал [14]

5.7. М еханохимичсские систем ы
К работающим молекулярным "машинам" относятся также фер

менты и белковые макромолекулы, обеспечивающие разнообразные 
механические функции. В основе их работы лежат конформационные 
изменения макромолекул. Молекулярные механизмы сокращения 
мышц и регуляция их работы описаны в общеизвестных литератур
ных источниках [16]. Большой интерес представляег строение и рабо
та локомоторного аппарата бактерий. Ее движущее устройство напо-



минаст колесо, которое признается гениальным творением человече
ского разума. Каждая клетка E.coli имеет 4 жгутика, вращательные 
движения которых позволяют клетке перемещаться. В основании 
жгутика, расположенном на клеточной стенке и мембране, имеется 
"колесо" -  кольцо из 16 молекул белков в мембране, противостоящее 
сходному кольцу в клеточной стенке (рис. 5.15).

Вращение жгутика в результате вращения кольца, подобного 
шарикоподшипнику, происходит за счет энергии, выделяющейся при 
переносе протонов внутрь клетки [17].

В заклю чение следует отмстить, что успехи БНТ в будущем 
смогут коренным образом изменить медицину. Прогнозируется соз
дание нанороботов-врачей, которые будут перемещаться с током кро
ви и даже попадать внутрь клеток, чтобы предотвращать их повреж
дение и устранять появившиеся дефекты, а, в конечном счете, обес
печить физическое бессмертие человека. В частности, если предло
женная автором модель морфогенеза с участием коллагенового ин
формационного каркаса подтвердится в эксперименте, наномедицина 
сможет эффективно корректировать строение органов и форму тела 
человека, а также предотвращать и лечить онкологические болезни.
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Глава 6. ПРОЦЕССЫ И АППАРАТЫ  
БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКИХ ПРОИЗВОДСТВ__________

6.1. Классификация биотехнологических процессов
Центральным процессом любого биотехнологического произ

водства являются биохимические реакции, то есть химические реак
ции, протекающие с участием отдельных ферментов или их комплек
сов, работающих в составе живой клетки. В связи с этим, вся аппара
тура биотехнологических производств, от биохимического реактора, 
до устройств, обеспечивающих вспомогательные операции, имеет 
много общего с аппаратами химической и нефтехимической техноло
гии. Более того, многие аппараты химической технологии без каких- 
либо переделок используются в биотехнологических производствах. 
То же самое можно сказать и о процессах, протекающих в биотехно
логических аппаратах. Поэтому классификация процессов и аппара
тов, принятая в химической технологии, почти без изменения может 
быть перенесена на биотехнологию.

Конечно, биотехнологические процессы имеют свои особенно
сти, что сказывается на конструкции отдельных аппаратов, прежде 
всего биохимических реакторов. Биотехнологические процессы, в 
большинстве своем, требуют стерильных условий, протекают при бо
лее мягких температурных режимах, сравнительно невысоких давле
ниях, в малоагрессивных средах.

В основе классификации биотехнологических процессов лежат 
кинетические закономерности, в соответствии с которыми эти про
цессы подразделяются на пять групп:

-  биохимические,
-  гидромеханические,
-  тепловые,
-  массообменные,
-  механические.

В соответствии с этой классификацией на пять групп подразде
ляются и аппараты, в которых реализуются биотехнологические про
цессы.
6.2. Биотехнологические реакторы
6.2.1. Устройство и работа биореакторов

Под биохимическим реактором (биореактором) понимают такой 
аппарат, в котором проводится биохимическая реакция с целью полу
чения определенного продукта на основе использования микроорга



низмов, клеток многоклеточных организмов или ферментов (раство
ренных и иммобилизированных). В отношении названия этих аппара
тов нет единой терминологии, их называют также ферментаторами, 
культиваторами. Классификация их осуществляется по разным пара
метрам.

Поскольку о самих процессах, протекающих в биореакторах, и 
их кинетике было сказано ранее, кратно остановимся на устройстве и 
работе этих аппаратов.

В зависимости от осуществляемых в ферментаторах процессов, 
они подразделяются на:

-  аэробные и анаэробные;
-  периодические и непрерывные;
-  стерильные и нестерильные;
-  глубинные и поверхностные;
-  аппараты с гомогенной и гетерогенной реакционной сре

дой, и др.
Поскольку в биореакторе, помимо биохимических реакций, 

имеют место процессы массо- и теплообмена, как правило в них осу
ществляется перемешивание реакционной среды. По типу перемеши
вания биореакторы разделяют на аппараты с механическим и пневма
тическим перемешиванием.

По конструктивному исполнению биореакторы подразделяются 
на аппараты:

1) периодического действия;
2) емкостного типа непрерывного действия, с мешалками;
3 ) трубчатые;
4) с псевдоожиженисм.

Биоректор периодического действия представляет собой ем
кость, которая единовременно заполняется исходными веществами 
(например, раствором субстрата и микроорганизмами) и освобожда
ется после практически полного превращения субстрата в продукт. С 
помощью теплоносителя (обычно воды), подаваемого в кожух биоре
актора, а также работы мешалки, в реакционном объеме поддержива
ется задаваемая температура. Если процесс аэробный, то в аппарат 
подается воздух (рис. 6 .1а).

Перемешивание и снабжение кислородом может осуществляться 
с помощью барботажно-эрлифтного (газлифтного) механизма (рис. 
6.16). В центре аппарата располагается тяговая труба (1), в которую 
снизу подается барботированный (в виде пузырьков) воздух (2). Под-
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нимаяеь вверх, пузырьки увлекают за собой жидкость, которая, дос
тигнув верха трубы, в дегазированном виде опускается к нижней 
кромке ее и вновь увлекается воздушными пузырьками вверх. Отра
ботанный воздух сверху аппарата уходит наружу.

V ) Вид)!

do

Теплоноситель 
П родолы  
реакции

А
б

. Биореактор периодического действия с механической 
мешалкой и барботаж ом (а); барботажно-орлифтный 
биореактор (б) [2]

Биореактор емкостного типа непрерывного действия с мешалкой 
в принципе напоминает ранее рассмотренный. Отличие состоит в 
том, что в него непрерывно подаются исходные вещества и в таком 
же количестве отбирается продукт реакции, при этом рабочий объем 
(заполненный реакционной смесью) остается неизменным (рис. 3.9 в 
гл. 3). Для выращивания дрожжевой биомассы часто используют 
биореакторы с барботажно-эрлифтным перемешиванием. На этих 
производствах нередко применяют не отдельные аппараты, а батареи 
последовательно соединенных биорсакгоров. Если питательная среда 
(So) подается только в первый биореактор, то батарея работает по од
нопроточной схеме (рис. 6.2а). Если же питательная среда подается в 
каждый аппарат, имеет место многопроточная система (рис. 6.26).



Рис. 6.2. Схема работы батареи биореакторов, включенных 
по однопроточной (а) и многопроточной (б) системе

Кинетика превращения субстрата в биомассу у однопроточной 
системы сходна с кинетикой тубулярного биореактора. При много
проточной системе резко снижается риск "вымывания" биомассы и 
повышается скорость ее образования.

Трубчатый биореактор является альтернативой рассмотренной 
батарее реакторов емкостного типа. Основным его элементом служит 
труба (колонна), разделенная на равные секции горизонтальными 
перфорированными (с отверстиями) перегородками (рис.6.3).

Биореактор предназначен для ведения биохимических процессов 
в аэробных условиях при подводе среды и воздуха совместным пото
ком к основанию колонны. Соотношение между жидкостью и газом 
отрегулировано так, что па каждой перегородке удерживается слой 
жидкости, а пространство над ним заполнено воздухом. Все объемы 
жидкости должны полностью перемешиваться, чтобы она передвига
лась только от основания колонны к ее верху. В подобных условиях 
каждая секция биореактора работает как реактор непрерывного дей
ствия емкостного типа.
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Рис. 6.3. Трубчатый бихзреактор (схема)

Микробная масса в биореакторе может находиться в виде свободно 
суспензированных в жидкой среде частиц или быть прикрепленной к со
ответствующим твердым поверхностям. Свободно суспензированные 
микроорганизмы часто образуют агрегаты (флокулы), размер которых на 
несколько порядков больше, чем размер одиночных организмов. Флоку
ляция, вероятно, генетически обусловлена (в частности, дрожжи подраз
деляются на флокулирующие и нефлокулирующие), хотя степень ее вы
раженности может бьггь усилена с помощью флокулирующих агентов, 
например хлоридов алюминия или кальция.

М еханизм адгезии микроорганизмов к различным поверхностям 
полностью не выяснен, тем не менее практикой установлено, что они 
способны прикрепиться к некоторым "инертным" поверхностям, раз
виваясь в пленки, окутывающие эти поверхности. Толщина пленок, 
по-видимому, определяется главным образом теми же факторами, ко
торые влияют на образование микробных флокул.

Биореакторы с псевдоожижением характеризуются тем, что 
жидкая питательная среда, поступающая с низа колонны, поддержи
вает флокулы микроорганизмов во взвешенном состоянии. Поскольку 
размер флокул в процессе роста увеличивается, то происходит их се
парация (разделение) по размеру. Снизу располагаются более круп
ные флокулы, сверху -  мелкие. Эти биореакторы являются аппарата
ми башенного типа и широкого применяются в технологии непре
рывного получения пива (рис. 6.4). Отношение высоты колонны к ее 
диаметру приблизительно 10:1.



Рис. 6.4. Башенные биореакторы, применяющиеся в непрерывных 
процессах пивоварения

В гетерогенных многофазных системах наличие газовой фазы 
часто вызывает интенсивное образование пены, которая уменьшает 
рабочий объем реактора и скорость биохимических процессов, вызы
вает унос части ферментационной среды, замачивание фильтра на 
линии отходящего из реактора воздуха. Пенообразование усиливается 
присутствием в реакционной среде белковых веществ (в основном, 
продуктов метаболизма бактерий), обладающих свойствами поверх
ностно-активных соединений. Известны механические способы борь
бы с пенообразованием, однако в силу их низкой эффективности в 
основном с ним борются путем добавления в реакционную среду пе- 
ногасителей (природные и минеральные жиры, высшие спирты, жир
ные кислоты и силиконы).

6.2.2. Управление ростом микробных популяций на протоке
Автоматизированный контроль и управление процессом, проте

кающим в биореакторс, имеет много общего с контролем и регулиро
ванием химико-технологических параметров на химическом произ
водстве. Осуществляется измерение и регистрация параметров, 
влияющих на скорость биохимических процессов в реакторе. К числу 
контролируемых параметров относятся температура, pH  среды, кон
центрация растворенного кислорода и др. (рис. 6.5).

На основании замеров осуществляется оптимальное управление 
работой реактора с использованием ЭВМ.

При работе биореактора в непрерывном режиме (на протоке) 
скорость роста биомассы можно регулировать с помощью разных ме



тодов. Если культивирование микроорганизмов осуществляется со 
скоростями, близкими к максимальной удельной скорости роста 
(Umax) или равными ей, которым на кривой роста соответствует экс
поненциальная фаза, целесообразно использовать турбидостат. В фа
зе замедленного роста используют хемостат, в котором при культи
вировании поддерживается на постоянном уровне концентрация ли
митирующего фактора, обычно одного из субстратов (рис.б.6).

Рис. 6.5. Основные технологические параметры, контролируемые в 
биореакторе: I -  интенсивность аэрации; 2 -  температура; 
3 -  концентрация растворенного кислорода; 4 -  интенсив
ность перемешивания; 5 -  расход субстрата и продукта; 6 
l ос гнав газа; 7 — индикация пены; 8  — p H  среды; 9 — реологи
ческие (вязкостные) свойства среды [2]
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Рис. 6.6. Графики регуляции кот\ентрации биомассы [х] 

в хемостате (2) и турбидостате (1)



В турбидостате автоматически поддерживается на заданном 
уровне концентрация биомассы путем периодического включения на
соса, подающего в реактор питательную среду (рис. 6.7).

Контроль за концентрацией биомасы (микроорганизмов) в реак
торе ведется с помощью турбидиметра, измеряющего мутность сус
пензии, подаваемой в кювету микронасосом из реактора. Электриче
ский сигнал с фотоприемника поступает в электронный блок, регули
рующий работу насоса, подающего среду в реактор. Когда величина 
сигнала с фотоприемника превысит значение, заданное оператором 
на электронном блоке, автоматически включается насос, в реактор 
начинает подаваться свежая среда, которая смешивается с суспензией 
микробов и понижает ее концентрацию. Одновременно через пере
ливное устройство такой же объем суспензии вытекает из реактора в 
виде продукта. В реакторе концентрация суспензии за счет разбавле
ния питательной средой снизится, что отметит фотодатчик, а регуля
тор работы насоса отключит его до того момента, когда концентрация 
микроорганизмов за счет их размножения опять превысит заданное 
значение. Система работает в импульсном режиме, что отражено на 
рисунке 6.6.

Регулирование работы насоса

Р и с . 6 .7 . Б ло к-схем а  т урбид ост ат а [2  осн .]

При работе в зоне замедленного роста значение удельной скоро
сти роста р < Цтах- Производительность хемостата зависит (через р) от 
концентрации субстрата, поступающего в реактор, и скорости подачи 
в него питательной среды. Оба эти параметра (концентрация и ско
рость) регулируются оператором, величина р  автоматически устанав
ливается самими микроорганизмами и поддерживается на постоянно



уровне, пока оператор не изменит значение хотя бы одного из них. 
Турбидостат, представленный на рис. 6.7, легко превратить в хемо
стат, отключив всю автоматику и включив насос в режим непрерыв
ной работы.

При работе в зоне нелимитированного субстратом роста 
( [ S o ] » ^ )  регулирование скорости роста биомассы можно осуществ
лять путем поддержания на заданном уровне значения pH среды (рН- 
стат) или концентрации кислорода (оксистат) в реакторе. Раствор ки
слоты или щелочи (pH-стат) или кислорода (оксистат) подастся в ре
актор импульсами (как в  турбидостате) под контролем соответст
вующего датчика.

Возможно одновременное регулирование по концентрациям ли
митирующего субстрата (например, глюкозы) и кислорода.

6.3. Гидромеханические процессы  и аппараты
На биотехнологических производствах при некоторых процес

сах происходит образование неоднородных смесей, которые в даль
нейшем подлежат разделению. Разделение может преследовать раз
личные цели, а именно, очистку газовой или жидкой фазы от взве
шенных в ней загрязняющих частиц или выделение ценных продук
тов, взвешенных в газовой или жидкой фазе. Однако встречаются за
дачи противоположного характера: из веществ, находящихся в раз
личных агрегатных состояниях, необходимо получить смесь.

Решение этих задач основано на использовании гидрокинетиче
ских закономерностей.

6.3.1. Разделение смесей
Обычно приходится иметь дело со следующими неоднородными 

смесями:
пыль -  система, состоящая из газа и распределенных в нем твер
дых частиц (размером 5-50 мкм);

- дым -  система, состоящая из газа и распределенных в нем твер
дых частиц размером 0,3-5 мкм, образуется при горении; 
туман -  система, состоящая из газа и распределенных в нем ка
пель жидкости размером 0,3-3 мкм, образуется в результате 
конденсации; пыль, дым, туман носят общее название аэрозоли;

- суспензия -  система, состоящая из жидкости и взвешенных в 
ней твердых частип (грубая -  больше 100 мкм, тонкая -  100- 
0,1 мкм, коллоидная -  меньше 0,1 мкм);



эмульсия -  система, состоящая из жидкости и распределенных в 
ней капель другой жидкости, не растворяющейся в первой; раз
мер капель колеблется в широких пределах; 
пена -  система, состоящая из жидкости и распределенных в ней 
пузырьков газа.
К числу процессов разделения относятся осаждение и фильтрование. 
Осаждение -  разделение жидких или газовых неоднородных сис

тем путем выделения из жидкой или газовой фазы твердых или жидких 
взвешенных частиц. Выделение осуществляется под действием силы 
тяжести, центробежной силы, а также под действием силы электриче
ского поля. Соответственно различают отстаивание, циклонный процесс 
и осадительное центрифугирование, электроочистку.

Гравитационное осаждение -  осуществляется в отстойниках. 
Для разделения суспензий используются полунепрерывно дей

ствующие (рис. 6.8а) и непрерывно действующие (рис. 6.86) отстой
ники. В последнем случае осадок суспензии удаляют с помощью 
гребка, не останавливая отстойник.

Отстойники для эмульсий также бывают периодически дейст
вующими (подобно делительной воронке) и непрерывно действую
щими (рис. 6.9).

Рис. 6.8. Полунепрерывно действующий (а) и непрерывно 
действующий (б) отстойники: I  — гребок;
2 -  кольцевой желоб; I  -  суспензия;
II  -  осветленная жидкость; I I I -  осадок [I]

Разделение жидкостей по поверхности а-а в непрерывно дейст
вующем отстойнике соблюдается при условии V P i=h2-p2.

Осаждение под действием центробежной силы  осуществляется 
двумя способами:

- созданием вращательного движения жидкости или газа (ци
клонный процесс);
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разделение суспензии и эмульсии в роторе центрифуги (осади
тельное центрифугирование).

Эмульсия

а
Рис. 6.9. Периодически (а) и непрерывно (б) действующие 

отстойники для эмульсий: 1 -  смотровое стекло;
2 — краны; 3-4 — перфорированные перегородки;
а-а -  поверхность раздела жидкостей;
pi, Р2 ~ плотности разделяемых жидкостей [I]

Для очистки газа от пыли применяют батарейные циклоны 
(рис.6.10). С помощью винтовых лопастей запыленный воздух закру
чивается, пыль под действием центробежным сил отбрасывается к 
периферии и ссыпается в низ циклона.



Рис. 6.10. Батарейный циклон (а) и элемент батарейного
циклона (б): I -  перегородка; 2  -  элемент циклона;
3 -  выводная трубка; 4 -  винтовые лопасти;
I-запы ленны й  газ; II-о чи щ ен н ы й  газ; I I I -  пыль [1] 

Схема очистки суспензии с помошью отстойной центрифуги 
(рис.6.11) работает следующим образом: во вращающийся ротор (ба
рабан) подается суспензия, твердые частицы под действием центро
бежной силы отбрасываются к стенке барабана и накапливаются. В 
периодически действующей центрифуге для выгрузки суспензии ее 
останавливают, в непрерывно действующей суспензию выгружают 
без остановки центрифуги.



Рис. 6.11. Схема отстойной центрифуги периодического 
действия: I — вал; 2 — барабан; 3 — кожух;
I-суспензия; II-осадок; I I I -  освеппенная жидкость [I]

Отстойные центрифуги для разделения эмульсий часто называ
ют сепараторами. Они работают в непрерывном режиме. Пример та
кой центрифуги -  сепаратор тарельчатого типа для сепарации молока.

Осаждение под действие электрического  поля применяется для 
удаления из газа взвешенных твердых или жидких частиц. Для этого 
газовый поток пропускают между электродами, к которым приложе
но высокое напряжение (4-6 кВ/см). Происходит ионизация молекул 
газа, которые адсорбируются на частицах и заряжают их. Заряженные 
частицы притягиваются к электроду (аноду) и скапливаются на нем.

Ф ильтрование -  разделение суспензий или пылей с помощью 
пористой перегородки, способной задерживать взвешенные частицы 
(фильтра). В зависимости от движущей силы, осуществляющей этот 
процесс, различают фильтрование под давлением и центробежное 
фильтрование (центрифугирование). Существует большое количество 
конструкций фильтров, некоторые из них работают под вакуумом. 
Барабанный вакуум-фильтр (рис. 6.12) осуществляет разделение сус
пензий (например, отделение дрожжевых клеток от остатков пита
тельной среды).

Внутри вращающегося барабана, обтянутого фильтрующей тка
нью, создается разрежение. Барабан погружен в корыто, в которое 
подается суспензия. Для предотвращения выпадения осадка в корыте 
используется качающаяся мешалка. Частицы оседают на наружной



поверхности барабана, с которой затем снимаются с помощью специ
ального ножа. При необходимости предварительно производится 
промывка осадка (рис. 6.12). Фильтрат проходит через фильтрующую 
ткань в барабан и по камерам и трубам удаляется из него.

Рис. 6.12. Схема барабанного вакуум-фильтра:
] — перфорированный барабан; 2 — нож;
2 -  фильтрующая ткань; 4 -  корыто;
5 — качающаяся мешалка; 6 — камеры; 7 — трубы;
8 -уст ройст во для разбрызгивания промывной 
жидкости [1]

Под вакуумом работают и фильтры, очищающие газы от пыли 
(пример -  бытовой пылесос).

Ф ильтрую щ ие центрифуги, как и фильтры, работающие под 
давлением, бывают периодического (с остановкой для выгрузки осад
ка), так и непрерывного действия. Фильтрование осуществляется во 
вращающемся барабане, частицы оседают на сите барабана, а фильт
рат попадает в кожух центрифуги и непрерывно удаляется из него. По 
такому принципу работают бытовые соковыжималки (дополнительно 
снабженные устройством для предварительного размельчения фрук
тов и овощей).

6.3.2. П еремеш ивание в  жидкой среде
Перемешивание в жидкой среде применяется для получения 

эмульсий и суспензий, а также для интенсификации тепловых, диф
фузионных и химических (биохимических) процессов. Оно осущест



вляется тремя основными способами: механическим, пневматическим 
и циркуляционным.

М ехаиическое перемешивание осуществляется с помошью ме
шалок различного типа. Мешалка, чаще всего, представляет собой 
комбинацию лопастей, насаженных на вращаюшийся вал. В зависи
мости от геометрии лопастей различают лопастные, пропеллерные, 
турбинные и специальные мешалки (рис. 6.13).

Рис. 6.13. Основные типы мешалок: 1 — лопастная; 2 — пропеллерная;
3 -  турбинная [I]

Пневматическое перемешивание осуществляется путем про
пускания газа через слой перемешиваемой жидкости. Газ (обычно 
воздух) распределяется барботером, представляющим собой ряд го
ризонтально расположенных у  днища аппарата перфорированных 
труб. Такой способ перемешивания еще называют барботажом.

Ц иркуляционное перемешивание производиться многократным 
прокачиванием жидкости через систему аппарат -  циркуляционный 
насос.

6.4. Тепловы е процессы и теплообм енны е ап параты
Технологические процессы, скорость протекания которых опре

деляется скоростью подвода или отвода тепла, называются тепловы
ми, а аппараты, предназначенные для проведения этих процессов, -  
тсплообменными.

К тепловым процессам относятся нагревание, охлаждение, кон
денсация, испарение.

Нагревание  -  повышение температуры перерабатываемых ве
ществ путем подвода к ним тепла.
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Охлаж дение -  понижение температуры перерабатываемых ве
ществ за счет отвода от них тепла.

К онденсация  -  сжижение паров какого-либо вещества путем от
вода от него тепла.

И спарение -  перевод в парообразное состояние какой-либо 
жидкости путем подвода к ней тепла. Частным случаем испарения 
является выпаривание -  концентрирование при кипении растворов 
твердых нелетучих веществ путем удаления жидкого летучего рас
творителя в виде пара.

6.4.1. Нагревание
Нагревание часто производят водяным паром, топочными газа

ми, промежуточными носителями, электрическим током.
Для нагревания водяным паром характерно большое количество 

тепла, выделяющегося при конденсации единицы массы пара. Суще
ствует два способа нагревания водяным паром.

Нагревание "острым" паром -  когда водяной пар вводиться не
посредственно в нагреваемую жидкость. Для нагревания и одновре
менного перемешивания жидкости пар вводят через барботер (трубу 
с рядом мелких отверстий).

Нагревание "глухим" паром -  когда жидкость нагревается паром 
через разделяющую их стенку в аппаратах с рубашками, змеевиками 
и т.д. Этим методом пользуются, если нагреваемая жидкость может 
взаимодействовать с водой.

Нагревание топочными газами -  самый старый способ обогрева. 
Топочные газы образуются в печах при сжигании твердого, жидкого или 
газообразного топлива. Они нагревают жидкость, находящуюся в реак
ционных аппаратах или циркулирующую по трубчатому змеевику.

Нагревание промежуточными теплоносителями применяется 
чаще всего в тех случаях, когда для сохранения качества продуктов 
или обеспечения безопасности работы недопустим даже кратковре
менный перегрев. В этих случаях для обогрева применяют промежу
точные теплоносители, которые сначала нагревают топочными газа
ми (или другим способом), а затем подают в рубашки или змеевики 
реакционных или теплообменных аппаратов. В качестве промежу
точных теплоносителей используют воду, минеральные масла, рас
плавленные смеси солей и др.



По способу превращения электрической энергии в тепловую 
различают электрические печи сопротивления, индукционные и дуго
вые.

Электрические печи сопротивления делятся на печи прямого 
действия, когда нагреваемое тело включается непосредственно в 
электрическую цепь, и косвенного действия, когда тепло выделяется 
при прохождении тока по специальным нагревательным элементом.

Нагревание в индукционных печах осуществляется индукционны
ми токами. Обогреваемый аппарат является сердечником соленоида, ох
ватывающим его. По соленоиду пропускают переменный электрический 
ток. В стенках аппарата возникают вторичные токи, которые нагревают 
аппарат и через него находящиеся в аппарате вещества.

Диэлектрическое нагревание токами высокой частоты применя
ется для нагревания диэлектриков. Нагреваемое тело помещают меж
ду обкладками конденсатора. Под действием переменного напряже
ния молекулы диэлектрика колеблются, при этом за счет внутреннего 
трения между ними выделяется тепло. Количество выделившегося 
тепла пропорционально квадрату напряженности и частоте тока. На
гревание обычно ведут токами высокой частоты (0,5-100 МгГц), по
лучаемыми в специальных генераторах. Этот механизм используется 
и в бытовых микроволновых печах ("микроволновках").

Дуговые печи в биотехнологии не применяются.

6.4.2. Охлаждение
Для охлаждения до температур, близких к температурам окру

жающей среды, используют воздух и воду. В отдельных случаях 
применяют охлаждение льдом, позволяющее получить температуры, 
близкие к О °С. Обычно охлаждение производят с использованием 
холодильных машин.

Для получения умеренного холода применяют холодильные 
машины, подразделяемые на парокомпрессионные, газокомпрессор
ные, абсорбционные, пароводяные эжекторные, водоиспарительные.

Ш ирокое применение получили парокомпрессионные маш и
ны. Хладоагент, в частности фреон (хладон-12 -  CCI2F2) засасывается 
компрессором, сжимается и конденсируется (в конденсаторе), при 
этом окружающей среде отдается тепло Q (рис. 6.14).

Затем сконденсированный фреон дросселируется в дроссели
рующем вентиле и в капельном виде поступает в испаритель, где ис
паряется и отнимает тепло от охлаждаемого материала (охлаждение



до -30 °С). Такие машины, в частности, применяются в современных 
бытовых холодильниках, испаритель у них называется обычно моро
зилкой.

Рис. 6.14. Схема парокомпрессионной холодильной машины:
1 -  компрессор; 2 -  конденсатор; 3 -  дросселирующий 
вентиль; 4 -  испаритель

Глубокое охлаждение используется главным образом для разде
ления газовых смесей их сжижением и последующей ректификацией. 
Обычно применяемое каскадное (ступенчатое) охлаждение основано 
на использовании соединенных последовательно нескольких паро
компрессионных холодильных машин с различными теплоносителя
ми, с понижающимися по ходу охлаждения температурами кипения.

6.4.3. Конденсация
Различают два вида конденсации: поверхностную (или просто 

конденсацию), при которой конденсирующиеся пары и охлаждающий 
агент разделены стенкой, на которой происходит конденсация, и кон
денсацию смешением, при которой конденсирующиеся пары непо
средственно соприкасаются с охлаждающим агентом. В первом слу
чае (рис. 6.15) конденсирующиеся пары и,пут сверху вниз по трубам, 
а охлаждающая жидкость идет снизу вверх между труб (принцип 
противотока).

Если конденсации подвергаются пары жидкостей, не раствори
мых в воде, то конденсацию этих паров можно проводить путем не
посредственного смешения их с водой.
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Рис. 6.15. Поверхностная конденсация: 1 -  трубы; 2  -  кожух; 
3 -реш ет ка; 4 -  патрубок; I -  зона охлаждения 
перегретого пара; II  -  зона конденсации;
III -  зона охлаждения

6.4.4. Выпаривание
Выпаривание (как частный случай испарения) осуществляется в 

выпарных аппаратах. Сущность его заключается в переводе раство
рителя в парообразное состояние и отводе полученного пара от ос
тавшегося концентрированного раствора. Выпаривание обычно про
водится как при кипении под давлением, так и под вакуумом. Пре
имущественное распространение получили трубчатые выпарные ап
параты, теплообменное устройство которых (греющая камера, или 
кипятильник) выполнено в виде трубчатого теплообменника. С одной 
стороны стенок груб находится выпариваемый раствор, с другой -  
теплоноситель, подводящий тепло (обычно водяной пар).

6.4.5. Теплообменные аппараты
Теплообменные аппараты (теплообменники) предназначены для 

проведения тепловых процессов. Широкое распространение получи
ли теплообменники, в которых теплоносители разделены стенкой, и 
тепло передается от одного теплоносителя к другому через эту разде
ляющую их стенку. Наиболее часто применяются кожухотрубные те
плообменники. Они состоят из цилиндрического кожуха, к которому



с двух сторон приварены трубные решетки. В трубных решетках 
плотно закреплен пучок труб. Для ввода и вывода теплоносителей к 
кожуху и днищам приварены патрубки. Один поток теплоносителя 
направляется по трубам, другой -  по межтрубному пространству (см. 
рис. 6.15).

Кроме того, применяются теплообменники типа "труба в трубе” 
(рис. 6.16).

Рис. 6.16. Двухтрубный теплообменник типа "труба в трубе":
1 -  внутренняя труба: 2  -  наружная труба:
-  соединительное колено; 4 -  соединительный 

патрубок; I, I I  — теплоносители [I]

Теплообменник представляет собой батарею из последовательно 
соединенных теплообменных элементов. Каждый элемент состоит из 
внутренней трубы и охватывающей ее наружной трубы. Теплообмен 
осуществляется через стенку внутренней трубы. Теплоносители дви
жутся навстречу друг другу (принцип противотока).

Кроме того, применяются специальные теплообменные аппара
ты: с рубашкой и со змеевиками (рис. 6.17).



Рис. 6.17. Теплообменные аппараты с рубашкой (а) и змеевиком (б): 
! — корпус реактора; 2 - - рубашка; 3 — змеевик; I, I I  — тепло
носитель

6.5. Массообменные процессы и аппараты
Технологические процессы, скорость протекания которых опре

деляется скоростью переноса вещества (массы) из одной фазы в дру
гую, называют массообменными, а аппараты, предназначенные для 
проведения этих процессов, -  массообменными аппаратами. В ре
зультате массообменных процессов происходит разделение смесей на 
составляющие компоненты.

В основе массообмена лежат следующие процессы: абсорбция, 
ректификация, экстракция, кристаллизация, адсорбция, сушка, ион
ный обмен, мембранное разделение.

6.5.1. Абсорбция и ректификация
Абсорбция -  поглощение газов или паров из газовых или паро

вых смесей жидкими поглотителями, которые называются абсорбен
тами. Здесь имеет место переход из газовой фазы в жидкую. Процесс 
абсорбции является избирательным и обратимым. После избиратель
ной абсорбции одного или нескольких компонентов из газовой или 
паровой смеси проводят десорбцию -  выделение этих компонентов из 
жидкости. Таким образом осуществляется разделение смеси. Регене
рированный абсорбент готов к новому акту абсорбции (круговой 
процесс).

Р ект иф икация -  разделение жидких однородных смесей на со
ставляющие вещества или группы составляющих веществ в результа
те противоточного взаимодействия паровой и жидкой смесей. Здесь



имеет место переход из жидкой фазы в газовую (и наоборот). Ректи
фикация основана на различных температурах кипения компонентов 
смеси. Аппараты, в которых осуществляется процесс ректификации, 
называются ректификационными колоннами.

Аппараты, в которых осуществляется абсорбция (абсорберы) и 
ректификация, выполнены в виде колонн с разнообразным внутрен
ним устройством.

Ректификационные установки бывают периодически (с переза
грузкой смеси) и постоянно (без перезагрузки) действующими.

В периодически действующей ректификационной установке 
(рис. 6.18) исходная смесь загружается в куб, где нагревается до тем
пературы кипения и испаряется. Пары проходят через ректификаци
онную колонну, взаимодействуя в противотоке с жидкостью, возвра
щаемой из дефлегматора. В дефлегматоре богатые легколетучим 
компонентом пары конденсируются, и конденсат поступает в дели
тель потока (разделительный стакан). Часть жидкости из делителя 
потока направляется на орошение ректификационной колонны, а дру
гая часть (дистиллят) проходит через холодильник и направляется в 
соответствующий сборник.

По мере испарения смсси содержание летучего компонента в 
дистилляте непрерывно уменьшается, будучи максимальным, в нача
ле и минимальным в конце перегонки. Это позволяет в случае необ
ходимости получать несколько фракций дистиллятов различного со
става, отводя их в разные сборники. Способ перегонки с разделением 
смеси на несколько фракций, в различной степени обогащенных ле
тучим компонентом, называют фракционной перегонкой. Существует 
большое число методов ректификации. Этим методом можно разде
лять смеси летучих веществ, получаемых, например, при брожении 
(пропионовокислос, ацетоэтиловое, ацетобутиловос и др.).



Рис. 6.18. Принципиальная схема ректификационной установки пе
риодического действия: /  -  куб; 2 -  ректификационная ко
лонна; 3 — дефлегматор; 4  -  разделительный стакан; 
5 — холодильник; 6 ,7  — сборники фракций [!].

6.5.2. Экстракция
Экст ракция -  извлечение одного или нескольких растворенных 

веществ из одной жидкости другой жидкостью (экстрагентом), прак
тически не смешивающейся (или частично смешивающейся) с пер
вой. Имеет место переход из одной жидкой фазы в другую. Экстрак
ция осуществляется в экстракторах.

Экстракция широко используется для извлечения ценных про
дуктов из разбавленных растворов, а также получения концентриро
ванных растворов.

Используются следующие основные типы экстракторов: смеси
тельно-отстойные, колонные и центробежные.

В смесительно-отстойных экстракторах в одном аппарате произ
водится смешение смеси с экстрагентом, а в другом разделение с по
мощью отстойника.



В колонных экстракторах получают большую поверхность ф а
зового контакта путем диспергирования капель одной жидкой фазы в 
другую. В колоннах имеются разделительные камеры, где происхо
дит отделение одной жидкой фазы от другой.

Центробежные экстракторы применяют в тех случаях, когда 
экстрагируемое вещество нестойко и необходимо максимально со
кратить время экстракции. Разделение фаз осуществляется с помо
щью центробежной силы. Эти экстракторы применяют и в  тех случа
ях, когда плотности растворителей мало между собой различаются.

В большинстве случаев экстракцию применяют в сочетании с 
ректификацией, при которой выделяется экстрагент, вновь вступаю
щий в процесс экстракции.

6.5.3. К ристаллизация
К рист аллизация  -  выделение вещества из жидкой фазы в виде 

твердой фазы (кристаллов). Процесс применяют преимущественно в 
тех производствах, где требуется получение веществ повышенной 
чистоты. Продукт, получаемый в результате кристаллизации, пред
ставляет собой сыпучую массу кристаллов различного размера. 
Внешняя геометрическая форма кристаллов специфична для каждого 
вещества.

Процесс кристаллизации состоит из двух последовательных ста
дий: образования зародышей кристаллов и роста кристаллов. Образо
вание зародышей кристаллов происходит в пересыщенных растворах, 
когда пересыщение достигает определенной величины. Разность ме
жду концентрацией раствора, при которой начинают образовываться 
зародыши, и концентрацией насыщенного раствора называют макси
мальным пересыщением. На кинетику процесса кристаллизации 
влияет большое число факторов, основными их которых являются: 
пересыщение, температура, интенсивность перемешивания. С увели
чением пересыщения увеличивается скорость роста кристаллов. С 
повышением температуры увеличивается скорость образования заро
дышей и скорость роста кристаллов. Перемешивание, ультразвуковые 
колебания и другие механические воздействия резко увеличивают 
скорость образования кристаллических зародышей.

Аппараты, в которых осуществляется кристаллизация, называ
ются кристаллизаторами.

Для проведения процесса кристаллизации солей, растворимость 
которых значительно уменьшается с понижением температуры, при-
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меняют изогидрические крист аллизат оры . Пересыщение в них дос
тигается путем охлаждения раствора ниже температуры насыщения 
при неизменном его объеме, что приводит к возникновению кристал
лизации. Горячий насыщенный раствор заливают в аппарат при не
прерывно работающей мешалке (рис.6.19).

Рис. 6.19. Изогидрический кристаллизатор периодического действия: 
1 -  корпус; 2 -  мешалка; 3 -  охлаждающая рубашка: 
4 -  разгрузочное устройство; 5  -  штуцер для подачи охла

ждающей воды [1]

После заполнения кристаллизатора в рубашку подается охлаждающая 
вода. Образовавшаяся суспензия кристаллов сливается через разгру
зочное устройство и направляется на фильтр или центрифугу для от
деления кристаллов от маточного раствора.

Вакуумные крист аллизат оры  представляют собой аппараты, в 
которых раствор охлаждается вследствие адиабатического испарения 
под вакуумом части растворителя, так как на его испарение расходу
ется физическое тепло раствора.

Выпарные крист аллизат оры  применяются для кристаллизации 
солей, растворимость которых мало изменяется с температурой. При 
этом процесс осуществляется путем удаления части растворителя с 
помощью выпаривания раствора.



Кроме того, также применяется кристаллизация высаливанием. 
При этом варианте кристаллизации пересыщение в растворе может 
создаваться путем добавления в систему какого-либо вещества, сни
жающего растворимость выделяемого вещества в растворителе. До
бавляемое вещество называется высаливателем.

Для очистки вещества от нелетучих примесей применяют суб
лим ацию  с последующей десублимацией. Сублимация -  перенос ве
щества из твердой фазы в паровую, миную жидкую. Благодаря этому 
возможно выделение сублимацией из смеси твердых веществ нужно
го компонента, а затем, в других условиях путем десублимации из 
паровой фазы получить его в чистом виде (кристаллы). Полученный в 
процессе десублимации продукт называется сублимат.

6.5.4, Адсорбция
Адсорбция -  поглощение газов, паров или растворенных в жид

костях веществ поверхностью твердого поглотителя -  адсорбента. В 
этом процессе вещество переходит из газовой или жидкой фазы в 
твердую.

Особенностью адсорбции кроме избирательности является еще 
и обратимость -  выделение при определенных условиях адсорбиро
ванных компонентов. Этот процесс называется десорбцией.

В качестве адсорбентов используются твердые материалы, обла
дающие в большинстве случаев очень высокой пористостью и, следо
вательно, большой удельной поверхностью (м2/г). Наиболее распро
страненными адсорбентами являются силикагель (гель кремниевой 
кислоты), активированные угли (древесные, костяные, каменные), ак
тивированные серной кислотой глины и др. Поверхность 1 г активи
рованного угля составляет 200-1000 м2, силикагеля -  500 м2 и более. 
Распространены специальные адсорбенты -  синтетические цеолиты 
(получившие название молекулярных сит) с тонкими порами, сечение 
которых соизмеримо с размерами молекул. Адсорбенты изготовляют 
зернистыми (2-8 мм) и пылевидными (50-200 мкм). Количество по
глощенного адсорбентом вещества зависит от природы адсорбента и 
поглощаемого вещества. Кроме того, оно прямо пропорционально 
давлению и концентрации поглощаемого вещества и обратно про
порционально температуре. Для десорбции зависимость противопо
ложная.

Аппараты, предназначенные для проведения процессов адсорб
ции, называют адсорберами. В случае применения зернистого адсор



бента используют схемы с неподвижным и движущимся адсорбен
том. В первом случае процесс проводят периодически. В начале через 
колонну с адсорбентом пропускают парогазовую смесь и насыщают 
его поглощенным веществом. Затем пропускают через колонну вы
тесняющее вещество или нагревают адсорбент, осуществляя таким 
образом десорбцию (регенерацию адсорбента). Во втором случае ад
сорбент циркулирует в замкнутой системе: насыщение его газом про
исходит в одной зоне аппарата (адсорбционной), а регенерация -  в 
другой (десорбционной).

6.5.5. Ионообменные процессы
Ионообменные процессы используются для извлечения вещест

ва из раствора. Они основаны на способности некоторых твердых 
материалов (ионитов) обратимо обменивать свои ионы на ионы из
влекаемого вещества. Процесс применяется в тех производствах, где 
требуется извлечь вещества из растворов, в которых они находятся в 
малых концентрациях. В этом процессе извлекаемые вещества пере
ходят из жидкой фазы в твердую.

Обмен ионов в ионитах происходит в эквивалентных количест
вах и обратимо. Обмен катионов:

я к м , + м :  R k M 2 +  М* ,
где R/- -  катионит (ионит, присоединяющий катионы); м ; - об

мениваемый катион; м ; - удаляемый из раствора катион.
Соответственно происходит и обмен анионов (А) на анионите (R,,):
R aА, + а ; <-> R aA 2 + А ^.
В качестве ионитов наиболее часто используют ионообменные 

смолы. Создание ионообменной смолы сводиться к синтезу нераство
римого в воде и других растворителях твердого органического поли
мера, образующего трехмерный высокомолекулярный каркас с ак
тивными группами путем "сшивания" линейного полимера в про
странственную сетку с помощью различных "мостикообразующих" 
веществ. Таким образом, ионообменные смолы состоят из матрицы 
(пространственно сшитых углеводородных цепей) и закрепленных на 
ней активных ионогенных групп. Последние вводятся различно: либо 
присоединением к имеющемуся каркасу исходных мономеров, либо в 
самом процессе образования высокомолекулярного соединения.

Сухая ионообменная смола еще не является ионитом, им она 
становится после набухания. В воде происходит диссоциация ионо



генных групп с образованием подвижных противоионов и неподвиж
ных, связанных с матрицей ионов. При взаимодействии ионообмен
ных смол с растворами электролитов противоионы замещаются экви
валентным количеством ионов, находящихся в растворе.

Для регенерации катионита, насыщенного извлеченными из 
электролита катионами, используют растворы кислот (например, 5%- 
ную НС1):

RKM  + НС1 Rk.H  + M CI, 
а регенерацию анионита осуществляют раствором щелочи (например, 
5% NaOH):

R4А  + NaOH о  RaOH + N a A .

После регенерации ионитов необходима тщательная отмывка их 
водой от следов регенерирующих растворов.

Для получения деминерализованной воды обычную воду про
пускают через колонки с катионитом и анионитом.

Схемы ионообменных процессов принципиально не отличаются 
от схем процессов физической адсорбции. Весь цикл ионообменного 
процесса включает следующие стадии:

1) сорбцию ионов из раствора,
2) отмывку ионита от исходного раствора,
3) регенерацию ионита,
4) отмывку ионита от регенерирующего раствора.

Как и адсорбционная аппаратура, ионообменная аппаратура 
также делиться на действующую периодически и непрерывно. Ионо
обменные аппараты, как правило, выполнены в форме колонн.

6.5.6. Сушка
Сушка -  удаление влаги из твердых влажных материалов путем ее 

испарения. Процесс имеет большое значение во многих производствах, 
где влажные природные вещества должны быть предварительно обезво
жены или должен быть обезвожен готовый продукт, получающийся в 
последней стадии производства. При сушке имеет место переход влаги 
из твердого влажного материала в паровую или газовую фазу.

Наиболее распространенным способом удаления влаги из твер
дых влажных материалов является тепловая сушка. Она в производ
стве осуществляется, главным образом, двумя способами:
1. Нагреванием влажных материалов теплоносителем через твердую 

непроницаемую перегородку (контактная сушка).



2. Нагреванием влажных материалов путем непосредственного кон
такта с газовым теплоносителем, обычно воздухом (газовая, или 
воздушная сушка).

Иногда тепло подводится к высушиваемому материалу токами 
высокой частоты (диэлектрическая сушка) или инфракрасными лучам 
(радиационная сушка).

Аппараты, предназначенные для проведения сушки, называют 
сушилками.

Для контактной сушки обычно применяют сушильные шкафы, 
сушилки с мешалками и вальцовые сушилки. Для ускорения процесса 
сушки в этих аппаратах часто создают вакуум.

Сушильный шкаф является простейшим аппаратом и обычно со 
стоит из теплоизолированного корпуса, внутри которого располага
ются греющие плиты. На них в противнях ставят высушиваемый ма
териал. Образующиеся при сушке пары удаляются через патрубок в 
корпусе.

Сушилки с мешалками более сложны. Они имеют внутри уст
ройство для перемешивания высушиваемого материала.

Вальцовые сушилки используются для высушивания в вакууме 
суспензий и густых паст (рис.6.20). Внутри сушилки медленно вра
щается полый барабан, который частично погружен в высушиваемую 
суспензию или пасту, помещенную в корыто. Барабан изнутри обог
ревается паром. Суспензия смачивает поверхность барабана и сушит
ся в тонком слое. Образовавшийся за один оборот барабана тонкий 
слой сухого материала снимается ножом и ссыпается в тележку, ус
тановленную в герметичном коробе. Высушиваемая суспензия непре
рывно поступает в корыто по трубе. Пары воды и воздух через патру
бок отсасываются вакуум-насосом, перед которым установлены ло
вушки для пыли и конденсатор для ожижения отсасываемого водяно-



Рис. 6.20. Вальцовая сушилка: ! -  барабан (валец); 2 -  корыто;
3 -  тележка; 4  -  короб; 5 -  нож; 6 -  смотровое окно;
7 -  патрубок для присоединения к вакуум-насосу;

8 -  питающая труба [1 ]

Сушилки для сушки горячим паром бывают разных конструк
ций: камерные, туннельные, ленточные, барабанные, распылительные 
и др. Распылительная сушилка применяется для высушивания мате
риалов, обладающих большой начальной влажностью и текучестью, 
приближающейся к текучести жидкости. Высушиваемый материал 
разбрызгивается распылителем в сушильную камеру, где благодаря 
большой удельной поверхности капель в токе горячего воздуха про
исходит быстрое (за сотые доли секунды) испарение влаги. Высу
шенный материал осаждается в нижней части камеры, а также извле
кается из удаляемого воздуха циклоном или фильтром.

Если материал, из которого нужно удалить влагу, не выдержи
вает нагревания, применяют лиофильную сушку. В этом случае мате
риал замораживают и помещают в камеру, где создается вакуум. 
Удаление влаги происходит путем сублимации (возгонки), то есть 
пары удаляются непосредственно с замороженной поверхности.

6.5.7. М ембранное разделение
Мембранное разделение жидких или газовых смесей основано 

на способности некоторых тонких пленок (полупроницаемых мем



бран) пропускать одни вещества и задерживать другие (селектив
ность). В этом случае вещества из одной жидкой или газовой фазы 
переходят через полупроницаемую мембрану в другую фазу.

М ембранное разделение применяют для очистки и концентри
рования растворов, разделения близкокипящих компонентов, отделе
ния высокомолекулярных веществ от низкомолекулярных раствори
телей, глубокой очистки вод и т.д.

К основным мембранным методам относятся:
-  обратный осмос и ультрафильтрация,
-  испарение через мембрану,
-  диализ,
-  электродиализ,
-  диффузионное разделение газа.

Обратный осмос состоит в фильтровании растворов под давле
нием через проницаемые мембраны, пропускающие растворитель и 
полностью (или частично) задерживающие молекулы или ионы рас
творенных веществ. Если в сосуде, содержащем раствор и чистый 
растворитель, разделенные полупроницаемой мембраной, со стороны 
раствора приложить давление, превышающее осмотическое давление 
растворителя, то произойдет перенос растворителя из раствора в сто
рону чистого растворителя (обратный осмос -  противоположный 
движению молекул растворителя до приложения давления).

У льт раф ильт рация  -  это частный случай обратного осмоса, 
когда молекулярная масса растворенных компонентов во много раз 
(500 и более) превышает молекулярную массу растворителя. С помо
шью ультрафильтрации отделяют высокомолекулярные соединения 
от низкомолекулярных за счет селективного пропускания последних 
мембраной. Давление при ультрафильтрации ниже, чем при обратном 
осмосе, а аппараты одинаковые (различаются по размеру пор в мем
бране).

И спарение через мем брану  -  процесс разделения жидких сме
сей посредством полупроницаемых мембран, когда разделяемая жид
кая смесь вводиться с одной стороны мембраны, а проникающий че
рез нее компонент в виде паров отводиться с другой стороны мем
браны в вакуум либо в поток инертного газа (рис. 6.21).



Рис. 6.21. Схема разделения ж идкой смеси испарением через 
полупроницаемую мембрану [1]

Д иализ -  процесс самопроизвольного разделения молекул (или 
ионов) высокомолекулярных и низкомолекулярных вешеств при по
мощи полупроницаемых мембран, которые пропускают малые моле
кулы (или ионы) и задерживают макромолекулы и коллоидные час
тицы.

Элект родиализ -  диализ в постоянном электрическом поле, в 
десятки раз ускоряющем процесс разделения ионов.

Диф ф узионное разделение газов через полупроницаемые мем
браны основано на различии коэффициентов диффузии компонентов 
газовой смеси в непористых полимерных мембранах (гелях) под дей
ствием градиентов концентрации. Процесс разделения подчиняется 
законам молекулярной диффузии.

Для изготовления полупроницаемых мембран применяют раз
личные материалы: полимерные пленки (полиэтиленовые, полипро
пиленовые, целлофановые, фторопластовые и др.); металлическую 
фольгу (из сплавов платины, палладия, серебра, молибдена и др.), в 
которой формируют поры; пористые стекла (натрийборсиликатные и 
др.); ионообменные мембраны. Наибольшее распространение полу
чили полимерные мембраны.

В промышленности используют преимущественно аппараты с 
плоскокамерными, трубчатыми и спиральными фильтрующими эле
ментами, а также с мембранами в виде полых волокон. Последние



применяются для процессов обратного осмоса и ультрафильтрации и 
представляют собой полые волокна малого диаметра (45-200 мкм) и 
толщиной стенки 10-15 мкм. Они способны выдерживать большое 
давление. Такие аппараты компактны и высокопроизводительны (рис. 
6 .2 2 ).

Рис. 6.22. Конструктивная схема аппарата из U-образных полых во
локон: I -  полупроницаемые мембраны в виде полых воло
кон; 2 -  гиайба: 3 -  пористая подложка; 4  -  болты; 5 -  кор
пус аппарата; б — крышка аппарата [I]

Например, один аппарат диаметром 240 мм и длиной 1220 см с 
U -образными фильтрующими элементами в виде полых волокон по
зволяет обессолить и получить 50 м3 пресной воды в сутки, расходуя 
почти в 50 раз меньше электроэнергии, чем при традиционной пере
гонке в дистилляторе.

6.6. М еханические процессы н аппараты
К  механическим процессам, применяемым в химических и био

технологических производствах, относятся измельчение и классифи
кация.

6.6.1. Измельчение
Измельчение -  процесс деления твердого тела на части, при ко

тором путем приложения внешних сил преодолеваются силы молеку
лярного притяжения в измельчаемом твердом теле и образуются но
вые поверхности. Увеличение суммарной поверхности размсльченно-



го материала способствует быстрому протеканию химических реак
ций, повышает скорость его растворения, способствует образованию 
суспензий и т.д.

Измельчение характеризуется степенью измельчения i =  d„/dK, 
где d„ и dK -  средний размер куска соответственно до измельчения и 
после измельчения. Степень измельчения колеблется от 3-6 для ма
шин крупного измельчения до 100 и более для машин мелкого и тон
кого измельчения. Получение высоких степеней измельчения дости
гают путем последовательного применения машин с возрастающей 
степенью измельчения.

Крупное и среднее измельчение (dK = 250-25 и 25-5 мм соответ
ственно) проводят, как правило, сухим способом, мелкое и тонкое (dk. 
=  5-1, 1-0,0075 мм соответственно) -  как сухим, так и мокрым (обыч
но в воде), а коллоидное (dK до 0,1 мкм) -  обычно мокрым методом.

Измельчение материалов осуществляется методами раздавлива
ния, раскалывания и истирания.

Измельчающие машины разделяют на дробилки и измельчители 
(мельнипы). Дробилки осуществляют крупное и среднее измельче
ние, мельницы -  мелкое, тонкое и коллоидное измельчение.

Дробление осуществляется в щековых, конусных, молотковых, 
валковых дробилках, бегунках, шаровых и стержневых барабанных 
измельчителях.

Ст руйные изм ельчит ели  (мельницы) обеспечивают измельче
ние материала средней твердости до размера частиц 2-5 мкм. Мате
риал измельчается при соударении частиц между собой, а также при 
ударах и истирании о стенки камеры. Измельчаемые частицы вводят 
в струю газа или пара, имеющую скорость несколько сотен метров в 
секунду.

Вибрационные изм ельчит ели  применяют для весьма тонкого 
измельчения. Они представляют собой барабан, заполненный шарами 
(между которыми находятся частицы размельчаемого материала). 
Вибратор, установленный внутри барабана, совершает 1500-3000 ко
лебаний в минуту при амплитуде 2-4 мм.

К оллоидное измельчение  обеспечивает очень тонкое измельче
ние (до десятых долей мкм). Измельчение осуществляется обычно 
мокрым способом в зазоре между конической поверхностью корпуса 
и поверхностью ротора, равном долям миллиметра. Окружная ско
рость ротора 30-120 м/с. В этот зазор подается суспензия, твердые 
частицы которой измельчаются истиранием.



6.6.2. Классификация
Путем классификации измельченный материал разделяют на 

фракции (классы), ограниченные определенными диапазонами разме
ров кусков (частиц).

В промышленности используют три вида классификации:
1. Грохочение, или механическая классификация -  просеивание сы

пучих материалов через сита, решета, решетки с определенным 
размером отверстий, через которые проходят более мелкие части
цы.

2. Гидравлическая классификация -  разделение на фракции смеси 
твердых частиц по значению скорости осаждения их в жидкости 
(обычно воде).

3. Воздушная классификация (сепарация) -  разделение на фракции 
смеси твердых частиц по значению скорости осаждения их в воз
духе.

Для осуществления этих процессов применяют большое количе
ство различающихся по конструкции классифицирующих устройств.
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