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низкотемпературных и пищевых технологий), 

к.б.н., доцент Ананьева Е.П. (СПХФА, кафедра микробиологии) 

 

 

Биотехнология: Методические указания для самостоятельной работы и  выполнению 

контрольных работ для студентов 6 курса заочного отделения фармацевтического 

факультета / Сост. Н.В.Котова, О.В.Топкова, В.А.Колодязная, 

Е.П.Яковлева /. – СПб.: Изд-во СПХФА, 2014. -   с. 

 

 

Методические указания составлены на основе типовой программы по биотехнологии 

для студентов фармацевтических вузов (факультетов), утвержденной руководителем 

Департамента образовательных программ и стандартов профессионального образования 

Минобразования России в 2003 году. Издание также содержит указания по выполнению и 

оформлению контрольных работ (представлены 15 вариантов), список рекомендуемой 

литературы. 

Методические указания рекомендованы для студентов заочного отделения 

фармацевтического факультета. 

 

 

 

 

Рассмотрены и одобрены методической комиссией 

 фармацевтического факультета  2014 года (протокол №   ). 
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РАБОЧАЯ ПРОГРАММА ПО “БИОТЕХНОЛОГИИ” 

 

Курс — VI 

Семестр — XI 

Контрольные работы  — 1 

Экзамен — XI семестр 

Лекции — 4 часа 

Лабораторные работы — 8 часов 

Самостоятельная работа — 96 часов 

Всего часов — 144             

 

Рабочая программа составлена в соответствии с Государственным образовательным 

стандартом высшего профессионального образования и учебным планом для специальности 

060108 “Фармация”, а также в соответствии с квалификационной характеристикой 

провизора, которая определяет уровень знаний выпускника высшего учебного заведения. 

Цель изучения дисциплины “Биотехнология” - дать студенту теоретические знания и 

практические навыки основ биотехнологического способа производства широко 

применяемых в медицине групп лекарственных веществ, таких как антибиотики, ферменты, 

витамины, гормоны и др. 

Основной задачей курса “Биотехнология” является освоение студентами типовой 

схемы процесса микробиологического синтеза, отдельных ее стадий и вспомогательных 

операций при получении любого биологически активного вещества, а также конкретных 

технологий производства отдельных групп лекарственных веществ, профилактических и 

диагностических препаратов. 

В лекциях и на лабораторных занятиях излагаются необходимые сведения в области 

биотехнологии с учетом новейших достижений науки в нашей стране и за рубежом. 

Лабораторные занятия нацелены на привитие студентам навыков экспериментальной работы 

и решения конкретных задач в области получения различных биологически активных 

веществ - продуктов жизнедеятельности микроорганизмов, культур клеток растений и 

животных. 

Изучение дисциплины «Биотехнология направлено на формирование у обучающихся 

следующих общекультурных (ОК) и профессиональных (ПК) компетенций: 
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Компоненты компетенции Формы и методы контроля и оценки 

ОК-1 Способность и готовность анализировать социально-значимые проблемы и процессы, 

использовать на практике методы гуманитарных, естественно-научных, медико-биологических и 

клинических наук в различных видах профессиональной и социальной деятельности 

Знать: основные этапы развития мировой и 

отечественной биотехнологии как науки (1) 

Экзамен 

Уметь: использовать знания основных 

закономерностей проведения 

биотехнологических процессов при решении 

профессиональных задач (1) 

Лабораторные занятия, защита отчетов по 

лабораторным занятиям 

ПК-4 Способность и готовность к производству лекарственных средств в условиях 

фармацевтических предприятий и организаций, включая выбор технологического процесса, 

необходимого технологического оборудования, с соблюдением требований международных 

стандартов 

Знать:  

- типовую схему биотехнологического 

производства; 

- технологии производства лекарственных 

средств, основанные на жизнедеятельности 

микроорганизмов, клеток животных и 

растений (1) 

 

Экзамен, тесты, контрольная работа 

 

Уметь:  

- самостоятельно участвовать в любой из 

технологических операций получения 

лекарств, профилактических и 

диагностических препаратов (1)  

- учитывать влияние биотехнологических 

факторов на эффективность технологического 

процесса и качество конечного продукта (1) 

Лабораторные занятия, защита отчетов по 

лабораторным занятиям 

ПК-28 Способностью и готовностью к разработке, испытанию   и регистрации лекарственных 

средств, оптимизации существующих лекарственных препаратов на основе современных 

технологий, биофармацевтических исследований и методов контроля в соответствии с 

международной системой требований и стандартов 

Знать: современные биотехнологические 

методы получения лекарственных средств: 

инженерная энзимология, клеточная и 

генетическая инженерия 

Экзамен, тесты, контрольная работа 

Уметь:  Лабораторные занятия, защита отчетов по 
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- правильно рассчитать и корректировать 

оптимальные технологические параметры 

биотехнологического процесса (1); 

- пользоваться справочной и научной 

литературой для решения профессиональных 

задач (1); 

-обеспечивать проведение 

биотехнологического процесса в соответствии 

с современными требованиям к организации 

производства (1) 

лабораторным занятиям 

 

Дисциплины, усвоение которых студентами необходимо для изучения биотехнологии: 

Изучение  дисциплины «Биотехнология» базируется на следующих дисциплинах: 

С.2 В.6.  Фармацевтическая технология. Технология лекарственных форм заводского 

производства. – Общие принципы организации фармацевтического производства. 

Перемещение жидкостей. Разделение неоднородных систем в фармацевтической технологии. 

Перемешивание в жидких средах. Нагревающие и охлаждающие агенты, теплообменные 

аппараты. Процессы выпаривания в фармацевтической технологии. Экстракционные 

процессы в фармацевтической технологии. Ионообменные процессы. Процессы сушки в 

фармацевтической технологии. 

С.2Б.13 Биологическая химия - Белки, их структура и биологические функции. Применение 

белков в медицине и    промышленности. Ферменты. Генетическая инженерия. 

Молекулярная биология. Биохимические основы иммунитета. 

С.2 Б.11 Микробиология - Систематика и номенклатура микроорганизмов, их 

классификация. Химический состав микроорганизмов. Строение микробной клетки. 

Физиологические процессы обмена у микроорганизмов. Наследственность и изменчивость 

микроорганизмов, мутации, факторы наследственности, генетические рекомбинации. 

Инфекции, химиотерапия инфекционных заболеваний, механизм возникновения 

резистентности. Основы иммунитета. Иммунотерапия и иммунопрофилактика. 

 

Наименование тем лекций, их содержание и объем в часах 

 

Цель лекционных занятий - изучение типовых процессов, характерных для получения 

различных биологически активных веществ с помощью биотехнологии, а также знакомство 

со способами получения основных групп лекарственных, профилактических и 

диагностических препаратов с помощью различных биообъектов. 
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№ п/п 
Название тем лекций Объем по семестрам 

час 

11 сем. 

4.2.1 Предмет и задачи биотехнологии. Основные этапы развития 

биотехнологии. Биообъекты как средство производства 

лекарственных, профилактических и диагностических 

препаратов. Клетки микроорганизмов, растений, животных, 

ферменты, иммобилизованные  биообъекты. Общая схема 

биотехнологического производства лекарственных средств. 

2 

4.2.2 Совершенствование биообъектов. Традиционные методы 

селекции. Мутагенез и селекция. Клеточная инженерия и 

использование ее методов в создании новых продуцентов БАВ. 

Генетическая инженерия и создание с помощью ее методов 

продуцентов БАВ. Основные этапы получения штаммов, 

содержащих рекомбинантную ДНК. 

2 

 Итого: 4 

 

 

Лабораторные занятия, их наименования и объем в часах. 

 

Задача лабораторных занятий - освоить основные методы, используемые при анализе 

различных продуктов биотехнологии, изучить некоторые технологические операции в 

типовой схеме превращения исходного субстрата в целевой продукт и научиться определять 

некоторые контрольные точки  биотехнологическом процессе. 

 

№ п/п Содержание лабораторных работ Объем в 

часах 

 

1. 

 

 

 

2. 

 

 

 
Общая схема биотехнологического производства лекарственных 

средств. Ферментация – главная продуктивная стадия при получении 

БАВ. Контроль процесса ферментации. 

 

Технология выделения и очистки БАВ. Биотехнология витаминов. 

Хроматографический метод выделения витамина В12. 

 

4 

 

 

 

4 

 

 

Всего: 8 часов   
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Самостоятельная работа 

 

№ п/п Номер 

раздела 

дисциплины 

№ 

семест

ра 
Вид самостоятельной работы 

Неде

ля 

выда

чи 

Неде

ля 

сдач

и 

Объем, 

час. 

4.6.1. 4.1.1- 4.1.2 

 

4.1.1- 4.1.2 

4.1.1- 4.1.2 

4.1.1- 4.1.2 

 

11 

 

11 

11 

11 

Подготовка к контрольной работе, 

выполнение  

Самостоятельная проработка курса лекций 

Подготовка к лабораторным занятиям 

Подготовка к  зачету 

 

- - 20 

 

10 

10 

10 

 

 

4.6.2.  

 

4.1.1 

4.1.1 

4.1.1 

 

4.1.1 

4.1.1 

 

4.1.2 

 

 

11 

11 

 

11 

 

11 

11 

Темы лекций, выносимых на 

самостоятельную подготовку: 

1.Проблемы резистентности 

2.Биотехнология аминокислот. Производство 

глутаминовой кислоты. Производство лизина. 

3.Биотехнология витаминов. Производство 

витамина В12. 

4.Культура растительных клеток и получение 

лекарственных веществ. 

5.Биотехнология стероидов. 

6. Иммунобиотехнологические препараты. 

Вакцины, сыворотки. Пробиотические 

препараты. 

 

 

2 

6 

 

7 

 

9 

 

10 

11 

 

 

6 

9 

 

10 

 

12 

 

13 

15 

 

 

9 

9 

 

10 

 

6 

 

6 

6 

   Итого:   96 

 

 

 

СОДЕРЖАНИЕ КУРСА 

 

Введение. 

Литература: [6, 13, 19, 23] 

Предмет и задачи биотехнологии, связь ее с биологическими, химическими и 

фармацевтическими дисциплинами. Биотехнология как наука и сфера производства. 

Биотехнология и фундаментальные дисциплины. Основные этапы развития биотехнологии. 

Допастеровский период-использование различных видов брожения при получении 

пива, вина, спирта, уксуса, выпечки хлеба, получении молочных продуктов, сыра. 

Послепастеровский этап. Значение работ Луи Пастера. Микроорганизмы как основа 

всех процессов брожения. Промышленное производство глицерина, ацетона, бутанола, 

этанола, органических кислот. Использование спиртового брожения различных видов 

сахаросодержащего сырья при получении биотоплива. 

Эра антибиотиков. Открытие А.Флеминга. Изучение антагонистических свойств 

различных плесеней, выделение активного продуцента пенициллина -Pen.chrysogenum. 

Заслуга химиков Х.Флори и Э.Б.Чейна в выделении и очистке антибиотика. Создание 
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биореакторов и разработка технологии получения пенициллина. Работа отечественных 

ученых в области технологии пенициллина. 

Эра управляемого биосинтеза. Получение антибиотиков, ферментов, аминокислот и 

других биологически активных веществ с помощью мутантных штаммов. Биоинженерия 

процесса ферментации, регулируемое культивирование. 

Период новой биотехнологии. Использование генной и клеточной инженерии в 

получении новых веществ, ранее получаемых только из животного сырья. Технология 

рекомбинантной ДНК. Получение интерферона, инсулина, гормона роста человека и других 

белков. 

Определение термина “биотехнология”. Разновидности биотехнологий. Основные 

биологически активные вещества, получаемые с помощью микробной биотехнологии, 

фитобиотехнологии, зообиотехнологии (медицинской биотехнологии). 

Пути решения проблем экологии и охраны окружающей среды методами 

биотехнологии. Переработка и утилизация промышленных отходов. Очистка промышленных 

стоков. Биодеградация ксенобиотиков. 

 

Биообъекты как средство производства лекарственных, профилактических и 

диагностических препаратов. 

Литература: [7, 13, 19, 22, 23] 

 

Классификация биообъектов. Биообъекты - микроорганизмы. Эукариоты 

(простейшие, грибы, водоросли (кроме сине-зеленых), дрожжи). Прокариоты  

(актиномицеты, бактерии, сине-зеленые водоросли). Преимущество микроорганизмов перед 

другими биообъектами: способность к быстрому росту и размножению, неприхотливость к 

условиям внешней среды, возможность роста на дешевых и не дефицитных питательных 

средах, возможность целенаправленного увеличения синтеза метаболита, способность 

образовывать уникальные метаболиты (например, ферменты) нигде в природе не 

обнаруженные. Основные группы биологически активных соединений, образуемые 

микроорганизмами. 

Биообъекты растительного происхождения. Дикорастущие, плантационные растения 

Успехи в области искусственного выращивания клеток тканей растений. Каллусная и 

суспензионная культура. Преимущества получения биомасс лекарственных растений в виде 

культуры клеток по сравнению с интактными растениями. 

 Биообъекты животного происхождения. Получение лекарственных препаратов из 

представителей классов пресмыкающихся. Млекопитающие как объект иммунизации и 
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донор. Ферменты, выделяемые из различных органов животных. Иммунокомпетентные 

клетки. Культивирование клеток животных в искусственных условиях. 

Биообъекты - макромолекулы с ферментативной активностью. Ферменты как объект 

биотехнологии. Промышленные биокатализаторы на основе индивидуальных ферментов и 

мультиферментных комплексов. Иммобилизованные ферменты. Преимущества 

использования иммобилизованных ферментов перед свободными. Примеры использования 

иммобилизованных ферментов в медицине. 

 

Совершенствование биообъектов.  

Литература: [4, 7, 11, 13, 21] 

 

Традиционные методы селекции. Спонтанные мутации, мутагенез и селекция. 

Целенаправленные методы отбора продуцентов - но устойчивости к структурным аналогам 

целевого продукта, по питательным потребностям (ауксотрофы). 

Клеточная инженерия и использование ее методов в создании новых продуцентов 

биологически активных веществ (БАВ). Слияние протопластов. Гибридомная технология. 

Генетическая инженерия и создание с помощью ее методов продуцентов БАВ. 

Основные этапы получения штаммов, содержащих рекомбинантную ДНК. Получение генов. 

Ферменты, используемые в генетической инженерии - рестриктазы, лигазы. Понятие вектора 

в генетической инженерии. Векторные молекулы на основе плазмидной и фаговой ДНК- 

Перенос вектора с чужеродным геном в микробную клетку- Компетентные клетки. 

Идентификация клеток-реципиентов, содержащих рекомбинантную ДНК. Генетические 

маркеры- Проблемы экспрессии чужеродных генов в микроорганизмах. Экзоны и интроны. 

 

Основные стадии биотехнологического процесса. 

Литература: [3, 5, 7, 9, 13, 14, 18, 23] 

 

Схема последовательно реализуемых стадий превращения исходного сырья в 

биотехнологический продукт. Биообъект-процесс-аппарат как единое целое в 

биотехнологическом производстве. 

 Питательные среды. Основные требования, предъявляемые к питательным среда. Их 

компоненты. Особенности в составе питательных сред, используемых для выращивания 

микроорганизмов, клеток растений и животных. 
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 Для клеток животных потребности в питании сложнее, чем у микроорганизмов и 

клеток растений. Внесение в состав питательных сред смеси аминокислот, минеральных 

веществ, витаминов, производных нуклеиновых кислот, сыворотки крови. 

 Методы стерилизации питательных сред. Сохранение биологической полноценности 

сред при их стерилизации. Стерилизация термолабильных компонентов, вносимых в состав 

среды. 

 Подготовка посевного материала биообъекта. Многоэтапность  подготовки посевного 

материала. “Чистая” культура микроорганизма. Инокуляторы. Особенности выращивания 

посевного материала микроорганизма, клеток растений и животных. 

 Ферментация - главная продуктивная стадия при получении любого 

биотехнологического продукта. Глубинное культивирование, поверхностная ферментация. 

Ферментатор, его устройство. Основные устройства аппарата. Особенности процесса 

ферментации при выращивании клеток микроорганизмов, растений и животных. Проблемы 

асептики. Добавление антимикробных веществ для предотвращения бактериального и 

грибного заражения. 

 Глубинное культивирование клеток растений в виде суспензионной культуры. 

Чувствительность клеток растений к эффекту среза. Использование для перемешивания 

лопастных мешалок с малым числом оборотов. Добавление в состав питательных сред 

веществ, предотвращающих агрегацию клеток (слипание в крупные агрегаты). 

 Выращивание клеток животных. Адгезия клеток животных на различных материалах. 

Современный способ выращивания клеток животных на микроносителях (гранулы 

сефадекса, стеклянные шарики, пластиковые зерна) моделирующий процесс глубинной 

ферментации микроорганизмов. 

 Обеспечение процесса ферментации стерильным воздухом. Очистка и стерилизация 

технологического воздуха, схема подготовки воздуха, подаваемого в ферментатор. 

 Соблюдение асептики при проведении процесса культивирования биообъекта. 

Технические и технологические приемы, обеспечивающие асептику процесса ферментации. 

 Технологические параметры, Обеспечивающие максимальный синтез целевого 

продукта биообъектом: Индивидуальный температурный режим каждого биообъекта, 

соблюдение оптимального значения рН как исходной питательной среды, так и в процессе 

выращивания. Пенообразование. Факторы, влияющие на вспениваемость среды. 

Пеногашение. 

 Выделение, концентрирование и очистка биотехнологических продуктов. 

Фильтрация. Специфические особенности этой стадии. Улучшение фильтруемости 
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культуральной жидкости. Коагуляция (тепловая, кислотная, электролитами, 

полиэлектролитами, добавление различных инертных носителей). 

 Извлечение целевого продукта из твердой фазы (биомассы мицелия). 

Экстрагирование. Растворители. Выделение целевого продукта из жидкой фазы (нативного 

раствора). Экстрагирование. Требования к растворителям. Осаждение. Сорбция. 

 Методы тонкой очистки, удаление примесей. Мембранная технология, классификация 

методов мембранного разделения. 

 Сушка. Стандартизация лекарственный средств, Полученных методом 

биотехнологии. Фасовка. 

 

Антибиотики как биотехнологические продукты.  

Литература: [1, 2, 12, 15, 20] 

 

Классификация антибиотиков по источникам получения, химической структуре, 

механизму действия. Роль антибиотиков в жизнедеятельности продуцентов. Проблемы 

резистентности микроорганизмов к антибиотикам (причины, механизмы, возможные 

способы борьбы с резистентностью). Полусинтетические антибиотики. 

Промышленное получение антибиотиков на примере пенициллина. Биогенез молекулы 

бензилпенициллина, связь с углеводным обменом. Получение пенициллина в периодической 

ферментации. Двухфазный характер развития продуцента. Источники углеводного питания, 

необходимость наличия в питательной среде лактозы и глюкозы. Роль фенилуксусной 

кислоты при биосинтезе бензилпенициллина. Получение пенициллина полунепрерывной 

ферментацией, Программа дозации питательных компонентов, отбор культуральной 

жидкости. Преимущества полунепрерывной ферментации перед периодической. Выделение 

и очистка пенициллина. Экстракция, реэкстракция, осаждение, сушка. 

 

Производство ферментных препаратов. 

Литература: [4, 5(т.5), 10, 17] 

 

Ферменты, используемые как лекарственные средства. Источники получения 

ферментов - растительное и животное сырье. Микробиологический синтез ферментов. 

Продуценты ферментов. Производство ферментов методом твердофазного культивирования, 

Состав питательных сред, условия выращивания - глубинное культивирование продуцентов 

ферментов. Состав питательных сред, индукторы синтеза ферментов, условия 

культивирования продуцентов. Получение ферментных препаратов различной степени 
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очистки. 

 

Инженерная энзимология и повышение эффективности биообъектов 

(индивидуальных ферментов, ферментных комплексов и клеток продуцентов) в 

условиях производства. 

Литература: [5 (т.7), 10] 

 

Преимущества иммобилизованных ферментов: многократное использование, 

ресурсосбережение, экологическая безопасность, повышение стабильности препаратов 

лекарственных веществ. 

 Носители для иммобилизованных ферментов. Органические и неорганические 

носители. Органические носители: природные полимеры (полисахаридные, белковые, 

липидные), синтетические полимерные носители (полиметиленовые, полиамидные, 

полиэфирные и др.). Неорганические носители: синтетические кремнеземные сорбенты, 

металлы и их окислы, нержавеющая сталь, различные виды гелей, керамика и природные 

минеральные. Преимущества и недостатки носителей различной природы. 

 Способы иммобилизации ферментов: физические (адсорбционные и механические) и 

химические методы. 

 Адсорбционная иммобилизация. Способы получения адсорбционно-

иммобилизованных ферментов.  

         Механические методы иммобилизации (включение фермента в гель, 

микрокапсулирование, включение ферментов в волокна-нити, включение в липосомы, 

включение в “жидкие” мембраны). 

        Химические методы иммобилизации. Методы химической иммобилизации: ковалентное 

сшивание с полимерным носителем, поперечное сшивание ковалентными связями молекул 

без носителя. Достоинства и недостатки методов иммобилизации. 

Биокатализ в тонком органическом синтезе. Использование иммобилизованных ферментов 

при производстве БАВ. 

Иммобилизованные ферменты как основа возникновения новых лекарственных средств. 

Терапия иммобилизованными ферментами. Разработка новых диагностикумов. 

 Применение иммобилизованных ферментов в аналитической практике. Различные 

типы иммуноферментного анализа для определения антител, гормонов, лекарственных 

препаратов, вирусных и бактериальных антигенов. 

Биоэлектроды на основе иммобилизованных ферментов: глюкооксидазы, пенициллиназы и 

др. Использование для анализа веществ в непрозрачных растворах и со взвешенными 
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частицами.  

 

Биотехнология аминокислот.  

Литература: [1, 9, 21] 

Способы получения аминокислот: гидролиз белкового сырья, химический синтез, 

химико-ферментативный синтез, микробиологический синтез. Преимущества 

микробиологического синтеза по сравнению с другими способами получения аминокислот. 

Продуценты аминокислот. Общие принципы конструирования штаммов микроорганизмов - 

продуцентов аминокислот для обеспечения сверхсинтеза целевого продукта. Ауксотрофные 

мутанты. Регуляторные мутанты. 

       Биосинтез глутаминовой кислоты, механизмы регуляции. Условия, необходимые для 

обеспечения сверхсинтеза глутаминовой кислоты. 

Биосинтез лизина, регуляция его синтеза. Условия, необходимые для обеспечения 

сверхсинтеза лизина. 

Биотехнология витаминов.  

Литература: [1, 8, 21] 

Традиционные методы получения - выделение из природных источников, химический 

синтез. Микробиологический синтез витаминов. Получение витамина В12 

микробиологическим синтезом. Продуценты. Биогенез структурных единиц и сборка 

молекулы витамина В12. Культивирование продуцентов. Условия, необходимые для синтеза 

истинного витамина В12. Роль 5,6-ДМБ и аэрации. 

 

Культура растительных клеток и получение лекарственных веществ.  

Литература: [5 (т.3), 13, 16] 

 

Разработка методов культивирования растительных тканей и изолированных клеток. 

Каллусные и суспензионные культуры. Особенности роста растительных клеток в культурах. 

Питательные среды. Фитогормоны. Проблемы стерильности. Применение растительных 

клеток для трансформации лекарственных веществ. Получение дигоксина. Лекарственные 

препараты, получаемые из культур клеток женьшеня, радиолы розовой и др. 

 

Биотехнология белковых лекарственных веществ.  

Литература: [5 (т.2), 7, 13] 

 

Инсулин. Источники получения. Видовая специфичность. Рекомбинантный инсулин 
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человека. Конструирование плазмид. Технологическая схема получения рекомбинантного 

инсулина через проинсулин. Получение рекомбинантного инсулина через синтез цепей А и 

В. 

Интерфероны. Классификация. Видоспецифичность интерферонов. Получение 

интерферонов на основе природных источников. Синтез различных классов интерферонов 

человека в генетически сконструированных клетках микроорганизмов. 

 

Иммунобиотехнологнческие медицинские препараты. 

Литература: [5 (т.3), 7, 11] 

 

Вакцины.  Действующее начало вакцин - антиген. Источники антигенов для 

конструирования вакцин. Живые вакцины. Векторные рекомбинантные вакцины. 

Инактивированные вакцины. Субклеточные и субвирионные вакцины. Молекулярные 

вакцины. Методы получения антигена в молекулярной форме - биологический синтез, 

химический синтез, методы генетической инженерии. Технологическая схема производства 

вакцин. 

  Иммунные сывороточные препараты. Технологическая схема получения 

иммуноглобулинов фракционированием крови человека. Моноклональные антитела. 

Получение гибридом. Технология производства моноклональных антител. Области 

применения моноклональных антител. 

 

Пробиотики (эубиотики). 

Литература: [21] 

 

Препараты на основе живых культур микроорганизмов - симбионтов. Общие 

проблемы микроэкологии человека. Причины дисбактериоза. Микроорганизмы - основа 

пробиотиков (бифидобактерии, молочные бактерии), требования к ним. Монопрепараты и 

препараты на основе смешанных культур. Технологическая схема получения пробиотиков. 

Лекарственные формы пробиотиков (бифидумбактерина, колибактерина, лактобактерина и 

др.). Пребиотики. 
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УКАЗАНИЯ ПО ИЗУЧЕНИЮ КУРСА “БИОТЕХНОЛОГИЯ” 

 И ОФОРМЛЕНИЮ КОНТРОЛЬНОЙ РАБОТЫ 

 

Изучение биотехнологии студентами заочного отделения фармацевтического 

факультета проводится в соответствии с программой, представленной в данном сборнике, и 

слагается из: 

1. Самостоятельной проработке рекомендованной литературы, 

2. Выполнения одной контрольной работы, 

3. Прослушивания лекций и выполнения лабораторных работ на кафедре 

биотехнологии. 

Контрольная работа выполняется на основе настоящих методических указаний, 

должна быть оформлена аккуратно, разборчиво, без сокращения слов, с полями не менее 4 

см для замечаний рецензента. 

На обложке тетради следует указать следующие данные: 

Биотехнология 

Контрольная работа 

Вариант № 

Студента 6 курса заочного отделения фармацевтического факультета СПХФА 

Фамилия, Имя, Отчество, шифр № 

Дата отправления 

Подпись 

Далее необходимо переписать текст задания. Ответ на вопрос должен быть изложен 

кратко своими словами, простым и ясным языком. 

 Контрольная работа выполняется полностью, а не частями и высылается по графику, 

установленному деканатом заочного отделения. 

 Если контрольная работа преподавателями не зачтена, она возвращается студенту с 

замечаниями. В рецензии указывается, какой из вопросов контрольной работы необходимо 

выполнить заново. 

 В конце работы обязательно должен быть представлен список использованной 

литературы. 

 К лабораторным занятиям допускаются студенты, выполнившие в установленные 

сроки контрольную работу. 
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ВАРИАНТЫ КОНТРОЛЬНОЙ РАБОТЫ 

ВАРИАНТ 1 

1. Питательные среды. Особенности питательных сред для выращивания микроорганизмов. 

Характеристика основных компонентов. 

2. Микробиологический синтез аминокислот. Продуценты аминокислот. Общие принципы 

конструирования продуцентов аминокислот. Ауксотрофные мутанты. 

3. Вакцины, компоненты, входящие в состав вакцин. Обосновать необходимость каждого 

компонента. 

4. Применение иммобилизованных ферментов в медицине и аналитической практике. 

 

ВАРИАНТ 2 

1. Методы стерилизации питательных сред. Периодическая и непрерывная стерилизация. 

Стерилизация термолабильных компонентов. 

2. Генетическая инженерия. Введение гена в вектор. Понятие вектора в генетической 

инженерии. Векторные молекулы на основе плазмид и фаговой ДНК. 

3. Получение пенициллина. Экстракция и очистка пенициллина. 

4. Химические методы иммобилизации ферментов. 

 

ВАРИАНТ 3 

1. Типовая схема превращения исходного сырья в биотехнологический продукт. 

2. Проблемы экспрессии чужеродных генов в клетках микроорганизмов. Интроны и экзоны. 

3. Условия культивирования продуцента глутаминовой кислоты, обеспечивающие 

сверхсинтез целевого продукта. 

4. Живые (аттенуированные) вакцины. Получение аттенуированных штаммов. 

 

ВАРИАНТ 4 

1. Выделение и очистка биотехнологических продуктов. Стадия фильтрации. Разные 

способы улучшения фильтруемости культуральных жидкостей. 

2. Индуцированные мутации. Обработка биообъектов мутагенами. Техника ступенчатого 

отбора наиболее продуктивных мутантов. 

3. Производство ферментных препаратов глубинным культивированием продуцентов. 

Приготовление и стерилизация питательных сред. 

4. Источники получения ферментов. Преимущества получения ферментов 

микробиологическим синтезом. 
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ВАРИАНТ 5 

1. Извлечение биотехнологического продукта из твердой фазы (биомассы). 

2. Генетическая инженерия. Суть технологии. Основные этапы создания биообъектов, 

содержащих рекомбинантную ДНК. 

3. Периодическая ферментация продуцента бензилпенициллина. Суть процесса. 

Обеспечение направленного синтеза бензилпенициллина. Особенности добавления 

предшественника – ФУК. 

4. Производство ферментных препаратов поверхностным культивированием продуцентов. 

Выращивание культуры-продуцента. Аппаратурное оформление. Условия выращивания. 

 

ВАРИАНТ 6 

1. Ферментация – главная стадия любого биотехнологического производства. Глубинная и 

поверхностная ферментация. 

2. Генетическая инженерия. Ферментативный синтез генов на основе изолированной 

матричной РНК. 

3. Проблемы резистентности микроорганизмов к антибиотикам. Необходимость поиска и 

создания новых антибиотиков. Полусинтетические антибиотики. 

4. Классификация вакцин по характеру антигена и принципу его получения. 

 

ВАРИАНТ 7 

1. Питательные среды для получения биотехнологических продуктов. Основные 

требования, предъявляемые к питательным средам. 

2. Каллусная культура. Состав питательных сред и условия выращивания культуры 

растительных тканей в виде каллуса. 

3. Биосинтез глутаминовой кислоты. Механизмы регуляции. Нарушения в регуляторных 

механизмах продуцента глутаминовой кислоты. 

4. Получение моноклональных антител. Селекция гибридом на среде ГАТ. 

 

 

ВАРИАНТ 8 

1. Подготовка посевного материала биообъекта. Чистая культура микроорганизма. 

Инокуляторы. 

2. Генетическая инженерия. Перенос генов в клетки организма-реципиента. 

Микроорганизмы, используемые в качестве реципиентов для генно-инженерных 

модификаций. Недостатки E.coli как реципиента. Компетентные клетки. 
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3. Получение витамина В12 микробиологическим синтезом. Продуценты. Биогенез 

структурных единиц и сборка молекулы витамина В12. 

4. Физические методы иммобилизации ферментов – механические способы. 

 

ВАРИАНТ 9 

1. Обеспечение процесса ферментации стерильным воздухом. Подготовка стерильного 

воздуха. 

2. Двухфазный характер развития продуцентов антибиотиков. Характеристика тропо- и 

идиофазы. 

3. Производство ферментных препаратов поверхностным культивированием продуцентов. 

Получение технических и очищенных препаратов. 

4. Схема получения рекомбинантного инсулина через синтез цепей А и В. 

 

ВАРИАНТ 10 

1. Технологические параметры, обеспечивающие максимальный синтез 

биотехнологического продукта. 

2. Мутации спонтанные и индуцированные. Мутагенные факторы, механизм их действия. 

3. Биогенез молекулы пенициллина. Связь синтеза структурных единиц молекулы с 

углеводным обменом клетки. 

4. Условия культивирования продуцента лизина, обеспечивающего сверхсинтез целевого 

продукта. 

 

ВАРИАНТ 11 

1. Основные этапы развития биотехнологии.  

2. Ферментатор – аппарат для культивирования биообъекта, его конструктивные 

особенности. 

3. Генетическая инженерия. Химико-ферментативный синтез гена. 

4. Производство ферментных препаратов глубинным культивированием продуцентов. 

Аппаратурное оформление. Условия культивирования. 

 

ВАРИАНТ 12 

1. Питательные среды. Особенности питательных сред для культивирования клеток 

растений и клеток животных. Характеристика основных компонентов. 

2. Культивирование продуцента витамина В12. Условия, необходимые для синтеза 

истинного витамина В12. Роль 5,6-ДМБ и аэрации. 



 19 

3. Способы получения аминокислот. Достоинства и недостатки каждого способа. 

4. Моноклональные антитела. Области применения. 

 

ВАРИАНТ 13 

1. Извлечение биотехнологического продукта из жидкой фазы (из нативного раствора). 

2. Анатоксины, определение. Методы обезвреживания токсинов. 

3. Биосинтез лизина через диаминопимелиновую кислоту. Механизмы регуляции. 

Нарушения регуляторных механизмов у продуцента лизина. 

4. Принципиальная схема получения живых вакцин. 

 

ВАРИАНТ 14 

1. Особенности стадии ферментации при выращивании микроорганизмов, клеток растений 

и животных. 

2. Генетическая инженерия. Выделение генов из ДНК. Ферменты, используемые для 

расщепления ДНК, их специфичность. Недостатки метода. 

3. Производство ферментных препаратов глубинным культивированием продуцентов. 

Получение технических и очищенных ферментных препаратов. 

4. Инженерная энзимология и повышение эффективности биообъектов. Преимущества 

использования иммобилизованных ферментов 

 

ВАРИАНТ 15 

1. Факторы, влияющие на биосинтез ферментов. 

2. Состав питательных сред для поверхностного культивирования. Приготовление и 

стерилизация питательных сред. 

3. Инсулин. Источники получения. Специфичность свиного, бычьего и человеческого 

инсулинов. Проблемы использования инсулина животного происхождения в медицине. 

4. Принципиальная схема получения инактивированных вакцин. Методы инактивации 

возбудителя для получения вакцин. 
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КРАТКИЕ ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ СВЕДЕНИЯ 

Технология приготовления питательных сред для биотехнологических производств. 

 

Получение любого биотехнологического продукта связано с выращиванием 

(культивированием) биологического объекта (микроорганизмов, клеток растений, животных) 

в питательной среде. 

 Именно среда обеспечивает жизнедеятельность, рост и развитие биообъектов, 

эффективный синтез целевого продукта. Из питательной среды живая клетка получает 

необходимые вещества для роста (конструктивный метаболизм) и энергии (энергетический 

метаболизм). 

 Для получения продуктов биотехнологии в зависимости от биологического объекта и 

технологии производства используют различные питательные среды. 

 По составу компонентов питательные среды разделяют на две основные группы: 

натуральные и синтетические. 

 По физическому состоянию среды подразделяются на три группы: твердые,  жидкие и 

сыпучие. 

 Основными компонентами питательных сред являются источники углерода и азота. 

 К наиболее доступным источникам углерода относятся углеводы.  

1. Источники углеводного питания 

 В промышленности микробного синтеза широко используются чистые углеводы, а 

также природные и технические продукты, богатые углеводами. К ним относятся: глюкоза, 

зеленая патока, гидрол, сахароза, меласса, лактоза, крахмал; кукурузная мука, пшеничная 

мука. 

Глюкоза (виноградный сахар). В фармацевтической промышленности для приготовления 

питательных сред используется техническая глюкоза. Она содержит не менее 99,5% 

редуцирующих веществ в пересчете на сухое вещество, т.е. фактически она представляет 

собой почти чистый углевод и является достаточно стандартным сырьем. 

Зеленая патока (гидрол). Представляет собой отход крахмало-паточного производства в 

виде густой сиропообразной непрозрачной  жидкости коричневого цвета  с характерным 

запахом. Этот продукт получают при первичной (зеленая патока) или вторичной (гидрол) 

кристаллизации гидратной глюкозы из растворов осахаренного крахмала. 

  Зеленая патока и гидрол содержат 58-65% сухого вещества, 50-72% в пересчете на 

сухую массу редуцирующих веществ (главным образом глюкозы), 7-20% золы, 6-19% NaCl, 

рН = 4-4,4. Кроме глюкозы в них присутствуют несбраживаемые сахара (около 18% сухого 
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вещества) и органические кислоты, а также содержатся Р, Mg, Fe в минимальных 

количествах. 

 В связи с тем, что состав зеленой патоки и гидрола непостоянен, каждую партию 

проверяют в контрольных ферментациях на пригодность для биосинтеза. 

Сахароза (свекловичный или тростниковый сахар). Представляет собой дисахарид, 

состоящий из глюкозы и фруктозы. В промышленности используется техническая сахароза, 

содержащая не менее 99,75% сахарозы. 

Лактоза (молочный сахар). Она содержится только в молоке и в других природных 

продуктах не обнаружена. Получают лактозу из молочной сыворотки, которая образуется 

при производстве сыров, творога и казеина. Представляет собой дисахарид, состоящий из 

глюкозы и галактозы. 

Крахмал. Один из наиболее распространенных запасных полисахаридов растений. Он 

интенсивно накапливается в результате фотосинтеза и откладывается в семенах, клубнях и 

других частях растений.  Чаще всего крахмал получают из картофеля и кукурузы. 

Встречается также рисовый и пшеничный крахмал. 

 Крахмал на 90-95% состоит из полисахаридов, кроме того, в нем присутствуют 

минеральные вещества, жирные кислоты и белки (в незначительном количестве). 

 Природный крахмал состоит из двух различных фракций, отличающихся по своему 

строению и свойствам. Примерно 20% крахмала составляет амилоза и 80% амилопектин. 

 Амилоза – линейный полимер глюкозы. Она хорошо растворяется в теплой воде, 

образуя растворы сравнительно невысокой вязкости. В молекуле амилозы остатки глюкозы 

последовательно связаны между собой   α (1→4) глюкозидными  связями. 

 Амилопектин с трудом растворяется в горячей воде, причем раствор получается 

коллоидным. Именно высокое содержание амилопектина в крахмале придает ему вязкость и 

клейкость. 

 Амилопектин тоже представляет собой полимер глюкозы, но в его молекуле 

глюкозные остатки соединены не только α (1→4) глюкозидными  связями, но и имеют связи 

типа α (1→6). В среднем на 25 остатков глюкозы приходится одна α (1→6) глюкозидная  

связь. Таким образом, в молекуле амилопектина глюкозные остатки образуют разветвленную 

структуру. 

 Если крахмал в воде постепенно нагревать, то он все сильнее набухает и, наконец, 

будет достигнута температура, при которой крахмал образует вязкий коллоидный раствор, 

называемый крахмальным клейстером. При этом происходит частичный гидролиз крахмала с 

образованием более простых полисахаридов с меньшей степенью полимеризации, так 
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называемые декстрины. В таком виде крахмал после клейстеризации легче подвергается 

воздействию ферментов микроорганизма-продуцента. 

             Крахмал бывает растворимый и нерастворимый в воде. Растворимый крахмал при 

заваривании не образует коллоидного раствора, а остается практически прозрачным. 

Кукурузная мука. Получают при размалывании зерен кукурузы. Она является самым 

дешевым продуктом из всех зерновых, и ее цена зависит лишь от степени помола зерна. В 

связи с этим различают обойную и сортовую кукурузную муку. Обойную муку получают при 

размалывании цельного зерна кукурузы с оболочкой, сортовая мука содержит только 

размолотую крахмалистую часть зерна (без оболочки). 

          Кукурузная мука содержит 67-70% крахмала, около 10% других углеводов (клетчатка, 

декстрин, растворимые углеводы), около 12% белка, 4% жира, не более 15% влаги и 0,9% 

золы. Среди зольных элементов в наибольшем количестве присутствуют ионы фосфора, 

калия, магния, небольшое количество натрия, кальция, железа и хлора. 

          Большое влияние на биосинтез, например антибиотиков, оказывает степень 

измельченности кукурузной муки, ее дисперсность. Использование муки более мелкого 

помола с выходом при помоле 85% позволяет повысить уровень антибиотикообразования на 

12-24 %. 

 В промышленных средах кукурузная мука часто заменяет крахмал, являясь более 

дешевым сырьем. Среды, в состав которых входит кукурузная мука, также предварительно 

заваривают для улучшения ассимиляции крахмала муки микроорганизмом-продуцентом. 

 В промышленности используют и пшеничную муку, которая  получают при 

размалывании зерен пшеницы. По составу и применению пшеничная мука  аналогична 

кукурузной муке. 

Меласса. Отход сахарного производства. Представляет собой маточный раствор, 

образующийся при отделении кристаллов сахарозы на центрифуге при кристаллизации. По 

внешнему виду меласса – густая вязкая жидкость темно-коричневого цвета. Состав мелассы 

непостоянен, зависит от почвенных и климатических условий выращивания свеклы, 

технологии переработки, условий транспортировки и хранения мелассы. 

 Нормальная меласса содержит 45-50% сахарозы, 1,2-2,2% общего азота, 6-10% золы. 

В мелассой золе присутствует много калия, магния, кальция, но сравнительно мало фосфора. 

В мелассе содержится ряд аминокислот, органических кислот, витаминов группы В. 

2. Источники азотного питания 

Источниками азотного питания для продуцентов БАВ служат различные вещества 

неорганического и органического происхождения. Источниками минерального 

(неорганического азота) чаще всего являются аммониевые соли  азотной, серной и соляной 
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кислот. В качестве органического азота в промышленности наиболее широко применяются 

кукурузный экстракт и соевая мука. 

Кукурузный экстракт. Отход производства крахмала из кукурузы. Это густая, 

непрозрачная, жидкая масса от светло-желтого до темно-коричневого цвета. При долгом 

стоянии масса уплотняется с образованием осадка. Поэтому перед употреблением 

кукурузный экстракт тщательно перемешивают. 

 Кукурузный экстракт – нестандартное сырье. Его химический состав зависит от сорта 

кукурузы, условий выращивания, переработки, хранения, условий получения крахмала из 

зерен. 

 Общий состав кукурузного экстракта: 

- общий азот –                     6-8%; 

- аминный азот –                 1-3%; 

- белковый азот –                0,8-2%; 

- углеводы –                        0,1-10%; 

- органические кислоты – 15-20%; 

- зола –                                20-24%; 

- вода –                               45-55%. 

 Кукурузный экстракт обладает буферными свойствами, в его составе присутствуют 

аминокислоты и органические кислоты, что придает ему в зависимости от содержания этих 

веществ – основные или кислотные свойства. 

 В связи с этим при приготовлении питательных сред, содержащих кукурузный 

экстракт, его первым вместе с мелом (CaCO3) кипятят при 100 
0
С в течение 20-30 минут. 

Происходит реакция нейтрализации кислот и кукурузный экстракт теряет свойство 

буферности. Это позволяет в дальнейшем установить определенное значение рН в 

питательной среде. 

Соевая мука. Получают при размалывании соевых бобов, а также соевого шрота и жмыха, 

остающихся после извлечения соевого масла. Соевая мука подразделяется на 

необезжиренную, полуобезжиренную и обезжиренную.  

          Необезжиренную муку получают после размола соевых бобов. Полуобезжиренную 

соевую муку получают после отжима соевого масла из зерна. Отжим, который называют 

жмыхом, размалывают и получают полуобезжиренную муку. Иногда жмых подвергают 

дополнительной обработке для до извлечения остаточного масла. В результате получают 

шрот, при размалывании которого получают обезжиренную муку. 

         Кроме того, соевая мука бывает дезодорированная (обработанная паром) и 

недезодорированная. Обработка паром способствует инактивации ферментов сои, 

разрушающих белки, что улучшает сохраняемость соевой муки (до 1 года). 

Недезодорированная мука хранится 1,5-3 месяца. 
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 Из основных компонентов соевой муки особое значение для процессов ферментации 

имеют азотистые вещества, представленные главным образом белками, на их долю 

приходится до 40%. Кроме белков, в соевой муке содержится до 25% углеводов, до 2,5% 

органических кислот и 4-6% золы. 

         На производстве при приготовлении питательных сред, содержащих соевую муку, 

предварительно готовят ее суспензию и заваривают. Заваривание суспензии проводят для 

облегчения утилизации соевой муки микроорганизмом, т. е. расщепления ее 

протеолитическими ферментами продуцента. Кроме того, после заваривания соевая мука 

равномерно (без комочков) распределяется по всему объему аппарата. 

          Соевая мука является очень пеногенным компонентом, вызывая сильное вспенивание 

культуральной жидкости в процессе ферментации. В процессе заваривания белки соевой 

муки частично денатурируются, что уменьшает способность ее к пенообразованию. Затем, 

для удаления летучих компонентов, способствующих пенообразованию, через заваренную 

муку продувают сжатый воздух.  

 3.  Источники минерального питания 

 Минеральные компоненты (макро- и микроэлементы) играют важную роль в 

жизнедеятельности  микроорганизмов. Многие из них входят в состав протоплазмы 

микробной клетки в качестве составных частей некоторых ферментов, другие элементы 

выступают в качестве компонентов, регулирующих осмотическое давление или изменяющих 

гидрофильность протоплазмы клеток. 

Макроэлементы. (Р, S, K, Na, Ca, Mg, Fe) выполняют важнейшие физиологические функции 

клетки: регулируют проницаемость клеточной мембраны, участвуют в переносе энергии, 

выполняют роль активаторов ряда ферментов и т.д. Самым важным из макроэлементов 

является фосфор, который необходим для жизнедеятельности всех микроорганизмов, т.к. 

входит в состав важнейших соединений клетки: нуклеопротеидов, нуклеиновых кислот, 

полифосфатов, фосфолипидов и т.д. 

 До 5% фосфора содержится в кукурузном экстракте, или фосфор добавляют в 

питательные среды в виде солей фосфорной кислоты. 

Микроэлементы. (Cu, Zn, Mn, Mo, Co и др.) играют существенную роль в 

жизнедеятельности микроорганизмов, т.к. почти все процессы синтеза и превращения 

веществ осуществляются при помощи ферментов, в состав которых часто входят 

микроэлементы. Названные элементы обладают высокой каталитической  активностью в 

процессах внутриклеточного обмена. 

 В состав питательных сред микроэлементы добавляют в виде солей неорганических 

кислот в очень незначительных количествах. 
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Среды для выращивания биообъектов 

 Для промышленного культивирования продуцентов биотехнологических продуктов 

обычно используют жидкие питательные среды, содержащие различные источники углерода, 

азота, набор минеральных солей. 

 Для каждого биообъекта изучаются питательные потребности и создается своя 

индивидуальная композиция (пропись, рецептура) питательной среды. 

 При выращивании  микроорганизмов   используют, как правило, натураль-ные 

питательные среды, которые имеют простой состав, количество компо-нентов в них не более 

8-15, но компоненты, особенно источники углерода (крахмал, кукурузная мука) добавляют в 

высоких концентрациях (5 – 10%). 

 При культивировании клеток растений чаще используют синтетические среды с 

большим количеством ингредиентов (до 20 – 25). Эффективным источником углерода 

является глюкоза или сахароза, а источником азота – аммониевые соли неорганических 

кислот, мочевина и смесь аминокислот. 

 Обязательно в состав сред вводят различные микроэлементы, которые для удобства 

дозирования добавляют в виде концентрата, содержащего до   6-8 солей, причем обязательно 

марки «ХЧ», не содержащие примеси. 

 Важным и обязательным компонентом питательных сред для выращивания 

растительных клеток является фитогормоны (ауксин, кинетин, индолуксусная и 

гиббереллиновая кислоты).  

 Потребности в питании у клеток млекопитающих намного сложнее, чем у 

эриокаротических микроорганизмов. В связи с этим питательные среды для выращивания 

этого биообъекта сложнее по составу и содержат до         50-60 наименований компонентов. 

Для синтеза белков им требуется смесь аминокислот, а для синтеза нуклеиновых кислот – 

пурины и пиримидины. Питательная среда, которая готовится на очень чистой 

ионизированной воде, должна содержать глюкозу в качестве источника углерода и энергии, 

смесь витаминов и сбалансированную смесь минеральных веществ для поддержания 

нужного осмотического давления в клетках и оптимального рН среды (около 7,2). В среду 

необходимо добавлять также небольшое количество антибиотиков во избежание 

бактериального заражения. Кроме того, эта среда должна содержать 5-20% сыворотки крови 

(человека или плода коровы), обеспечивающей клетку необходимыми гормонами и 

ростовыми факторами.  

К ростовым веществам, специфичным для роста клеток животных, можно отнести: 

инсулин, глюкагон, простагландины Е1 и Е2, соматомедин С, гидрокортизон, прогестерон, 

эстрадион, тестостерон и другие. Для оптимального роста культуры требуется температура, 
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близкая к 37
0
С. При температуре ниже 36

0
С клетки делятся очень слабо или не делятся 

совсем, а выше 38
0
С клетки погибают. Многие клеточные линии млекопитающих, включая 

клетки человека, можно хранить практически бесконечно, если их медленно охладить до 

180
0
С. Для хранения клеток в замороженном состоянии требуется специальная среда. 

 После приготовления любых питательных сред для выращивания любого биообъекта 

среды подвергают стерилизации. Для стерилизации используют насыщенный водяной пар 

при давлении выше атмосферного. 

 

Культивирование биообъектов. 

 

Биотехнология изучает методы получения полезных для человека веществ и продуктов 

в управляемых условиях, используя микроорганизмы, клетки животных и растений или 

изолированные из клеток биологические структуры (ферменты).  

Биотехнология – это широкое понятие, объединяющее научные исследования и 

технологию производства разнообразных продуктов, используемых в практическое 

деятельности человека. 

В биотехнологии широко используются генетическая и клеточная инженерия, 

культивирование тканей многоклеточных организмов, иммунокоррекция и др. Тесно связана 

с биотехнологией биоинженерия. Ее задачи – создание биореакторов, аэрирующих 

устройств, оборудования для стерилизации питательных сред и воздуха, разработка 

контрольной и измерительной аппаратуры, а также масштабирование и моделирование 

биотехнологических процессов. Биотехнология связана с такими науками, как  физиология 

микроорганизмов, растений и животных, цитология, биохимия, генетика, биофизика, 

молекулярная биология. 

Сегодня в зависимости от биологического объекта, который используют при получении 

полезных для человека веществ, биотехнологию подразделяют на: 

 микробную биотехнологию; 

 фитобиотехнологию или биотехнологию растительных тканей; 

 зообиотехнологию или медицинскую биотехнологию; 

 ферментную биотехнологию или инженерную энзимологию. 

Наиболее развитой отраслью биотехнологии является микробная биотехнология, 

которая производит многие продукты для медицины (антибиотики, ферменты, витамины, 

аминокислоты, стероиды и др.), для пищевой промышленности (органические кислоты, 

аминокислоты, дрожжи, пиво), для сельского хозяйства (кормовые антибиотики, средства 
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защиты растений, регуляторы роста растений), для химической промышленности (этанол, 

бутанол, глицерин, ацетон идр.).    

Из всех продуктов, получаемых с помощью микроорганизмов для медицины, особое 

значение имеют антибиотики. 

 Антибиотики – это низкомолекулярные вещества, вырабатываемые 

микроорганизмами в процессе их жизнедеятельности, способные задерживать или 

полностью подавлять рост других микроорганизмов. Это свойство позволило применять их 

для борьбы с болезнетворными микробами и лечения инфекционных заболеваний. 

Каждый биотехнологический продукт, в том числе и антибиотики, получают по своей 

технологии, имеющей свои отличительные особенности, детали, свои способы организации 

производства. Однако во всех производствах, использующих биологические объекты, есть 

главная, продуктивная стадия – стадия ферментации.  

Под ферментацией понимают любой процесс выращивания (культивирования) 

микроорганизмов в определенных условиях, в результате которого образуется целевой 

продукт. Различают следующие виды аэробной ферментации: поверхностная и глубинная.  

 Технология выращивания микроорганизмов поверхностным способом довольно 

проста. Она заключается в том, что микроорганизмы культивируют на поверхности твердых 

или жидких питательных сред. 

 Выращивание микроорганизмов глубинным способом происходит во всем объеме 

жидкой питательной среды в аппарате, который называется ферментатором, а в 

лабораторных условиях – в колбах на специальных качалках. Выращивание 

микроорганизмов глубинным способом может быть периодическим и непрерывным.  

При периодическом способе глубинного культивирования в ферментатор загружают 

сразу весь объем стерильной питательной среды и вносят посевной материал. Выращивание 

микроорганизмов проводят при оптимальных условиях в течение определенного времени, 

после чего процесс останавливают, сливают содержимое ферментатора и выделяют целевой 

продукт. 

 При непрерывном способе глубинного культивирования стерильная питательная 

среда непрерывно подается в ферментатор, в котором создаются оптимальные условия для 

роста микроорганизмов, а из ферментатора также непрерывно вытекает культуральная 

жидкость, содержащая остатки питательной среды и клетки микроорганизмов 
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 Рисунок 1. Общий вид ферментатора. 1 – перемешивающее устройство; 2 – 

внутреннее теплообменное устройство (змеевик); 3 – наружное теплообменное устройство 

(гладкая или секционная рубашка); 4 – отражательная перегородка (отбойник); 5 – 

устройство для подачи стерильного сжатого воздуха (барботер); 6 – электродвигатель. 

 

 Жидкость, которая образуется в процессе ферментации микроорганизмов и содержит 

целевой продукт, называется культуральной жидкостью. 

 Основная задача стадии ферментации – обеспечить максимально высокий синтез 

целевого продукта, что достигается соблюдением ряда условий. 

 Основные условия процесса ферментации. 

 Для успешного проведения процесса ферментации и достижения высокого уровня 

накопления антибиотика необходимо соблюдать определенные условия проведения 

процесса:  

  приготовить качественную, стерильную питательную среду; 

  получить активный посевной материал; 

  проводить процесс выращивания микроорганизмов в биореакторах специальной 

конструкции (в фермнтаторах); 

  не допускать загрязнения культуры-продуцента посторонними микроорганизмами, 

иными словами, обеспечить "стерильность" процесса ферментации; 
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  поддерживать необходимую температуру; 

  соблюдать оптимальное значение рН среды и культуральной жидкости в процессе 

ферментации; 

  обеспечивать культуру достаточным количеством кислорода; 

  не допускать интенсивного вспенивания. 

 Процесс ферментации может быть условно разделен на две фазы. Первая фаза 

характеризуется интенсивным ростом культуры и быстрым потреблением всех питательных 

веществ среды с преимущественным использованием их в конструктивном обмене, т.е. в 

качестве пластического материала в построении микробной массы. При этом концентрация 

исходных веществ в среде резко снижается, некоторые вещества (например, мине-ральный 

фосфор) исчезают полностью, и в среде могут накапливаться продукты окислительного 

обмена, в частности, кислоты. В этот период антибиотик образуется в весьма ограниченном 

количестве. 

 Во второй фазе, в результате изменения состава среды меняется характер развития 

культуры. Увеличение биомассы замедляется, затем прекращается и, наконец, наступает 

автолиз культуры. Потребление питательных веществ также замедляется. К концу 

ферментации углеводы и жиры используются почти полностью, азотистые компоненты 

среды, как правило, в наибольшей степени потребляются к моменту завершения роста 

биомассы, а затем в период автолиза могут частично выделяться в среду в виде аминокислот 

и аммиака. 

 Образование антибиотиков осуществляется преимущественно во второй фазе роста 

продуцента, причем для каждого антибиотика существуют свои специфические условия, 

наличие которых в этот период способствует интенсивному образованию антибиотика, а 

отсутствие – снижению или даже полному прекращению биосинтеза. 

На окончание процесса ферментации указывают следующие показатели: 

1. Прекращение синтеза антибиотика (пробы в конце ферментации отбирают каждый час, 

чтобы установить, что прироста активности антибиотика не происходит). 

2. Практически полное исчерпание источников углерода и азота из среды. 

3. Повышение рН культуральной жидкости. 

 

Технология выделения и очистки биологически активных веществ. Предварительная 

обработка и фильтрация культуральной жидкости.  

 

 В технологии получения биологически активных веществ (БАВ) микробиологическим 

синтезом можно выделить два основных этапа:  
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 - ферментация – процесс культивирования микроорганизма-продуцента в 

определенных условиях и образование целевого продукта;  

 - выделение БАВ и его химическая очистка.  

 Стадия ферментации завершается получением активной культуральной жидкости. 

 Культуральная жидкость – это жидкость, содержащая клетки микроорганизма-

продуцента, остатки питательных веществ и метаболиты, образованные микроорганизмом в 

процессе ферментации. 

 С точки зрения физической химии культуральная жидкость – это сложная двухфазная 

система, содержащая твердую фазу (биомассу, мицелий) и жидкую фазу (воду с 

растворенными остатками питательных веществ и метаболитами). 

 Следовательно, начальным этапом стадии выделения и очистки продуктов 

ферментации является разделение культуральной жидкости на твердую и жидкую фазу, т.е. 

на мицелий и нативный раствор. 

 Нативный раствор – это фильтрат, полученный после отделения из культуральной 

жидкости клеток микроорганизма-продуцента. 

 Эта стадия имеет очень важное значение, так как на этом участке отделяется большая 

часть примесей, сопутствующих БАВ в культуральной жидкости и при этом наблюдаются 

большие потери целевого продукта ( до 20 %). 

 С точки зрения фильтрационных характеристик, культуральная жидкость 

представляет собой сложную многокомпонентную систему переменного состава.  

 По характеру дисперсий культуральные жидкости классифицируются следующим 

образом:  

1) культуральные жидкости, получаемые при культивировании низших грибов 

(бензилпенициллин и др.), содержат сравнительно грубодисперсный мицелий, образованный 

длинными переплетенными нитями толщиной около 1 мкм, имеется небольшая по весу 

фракция тонкодисперсных частиц. Как правило, такая культуральная жидкость легко 

фильтруется без предварительной обработки.  

2)    культуральные жидкости, получаемые при культивировании 

актиномицетов (стрептомицин, тетрациклин и др.) как правило, содержат липкий 

слизистый мицелий, состоящий из сильноразветвленных клеток с многократно 

переплетающимися тонкими нитями, толщиной менее 1 мкм и их обрывков. В жидкости 

наряду с мицелиальными скоплениями присутствуют фракции тонкодисперсных белковых 

частиц, затрудняющих фильтрацию. Эти культуральные жидкости в большинстве случаев 

необходимо подвергать обработке для коагуляции белковых коллоидов.  
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3) культуральные жидкости, получаемые при культивировании бактерий 

(полимиксин, витамин B12 и др.) содержат довольно тонкую взвесь микробных тел, более 

однородную по степени дисперсности, чем в случае актиномицетных жидкостей.   

Отделение мицелиальной массы от нативного раствора связано в большинстве 

случаев со значительными трудностями, так как большинство антибиотиков, выпускаемых 

промышленностью, синтезируется актиномицетами, придающими культуральной жидкости 

наихудшие фильтрационные характеристики. Это объясняется спецификой осадка, который, 

имея аморфный, слизистый, бесструктурный характер, быстро забивает поры фильтрующего 

материала. Кроме того, нестандартность культуральной жидкости приводит к различной 

фильтруемости партий культуральной жидкости одного и того же антибиотика.  

Большое влияние на фильтрационные характеристики культуральной жидкости 

оказывают условия проведения ферментации (состав и качество сырья, наличие в жидкости 

жиров и т.д.) и правильный выбор момента прекращения биосинтеза. Ферментация должна 

завершаться после накопления достаточного количества антибиотика  в культуральной 

жидкости, однако до наступления автолиза, так как фильтрация автолизованной 

культуральной жидкости, содержащей продукты распада клеток продуцента, протекает 

плохо.  

Для улучшения фильтрации культуральной жидкости многих биологически активных 

веществ перед отделением мицелия подвергают специальной обработке, которая ускоряет 

процесс фильтрации в 3-10 раз. 

Методы предварительной обработки культуральной жидкости.  

Тепловая (термическая) коагуляция.  

 Один из самых простых, но наиболее "жесткий метод" коагуляции. Используется для 

культуральных жидкостей, содержащихметаболиты, которые не разрушаются при 

нагревании в водной среде (пенициллин, эритромицин).  

 Культуральная жидкость нагревается до t = 70 – 90 ºC, выдерживается некоторое 

время и быстро охлаждается.  

Недостатки метода:  

 а) антибиотики в большинстве своем термолабильны, поэтому происходит 

инактивация и снижение выхода целевого продукта;  

 б) приводит к усилению пигментации нативного раствора, что может отразиться на 

качестве готового продукта;  

 в) возможно выделение дополнительных примесей из мицелия, что также ухудшает 

качество готового продукта. 

Кислотная коагуляция.  
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 Кислотная коагуляция широко применяется в производстве антибиотиков, которые 

сравнительно устойчивы при низком значении pH раствора (pH = 1,1 – 1,3) (стрептомицин, 

тетрациклин и др.).  

 Выбор кислоты для снижения pH диктуется требованиями последующей химической 

очистки.  

 Недостатки метода:  

 а) при низких значениях pH происходит инактивация целевого продукта, что 

приводит к снижению выхода;  

 б) возможность образования в нативном растворе дополнительных примесей, 

затрудняющих процессы выделения и очистки, снижающих качество готового продукта.  

Обработка неорганическими электролитами. 

 Неорганические электролиты – неорганические соли, диссоциирующие в воде на 

ионы. Обработка электролитами имеет сравнительно ограниченное применение, так как не 

приводит, как правило, к удовлетворительной коагуляции белковых коллоидных взвесей без 

дополнительных мероприятий.  

 Этот метод используется на практике в основном для выделения ферментов и носит 

название высаливание.  

Обработка культуральной жидкости неорганическими электролитами с образованием 

наполнителя. 

 Предварительная обработка культуральной жидкости направлена не только на то, 

чтобы провести коагуляцию белково-коллоидных примесей, но и улучшить структуру 

получаемого осадка. С этой целью обработку электролитами проводят таким образом, что 

смешивают два электролита, которые при своем взаимодействии непосредственно в 

культуральной жидкости образуют осадок, повышающий плотность твердой фазы, 

предотвращающий слипание частиц мицелия и способствующий образованию гранул. 

Мицелий приобретает комковатую структуру, и вместе с белково-коллоидными примесями 

образует при фильтрации сравнительно хорошо проницаемый слой.  

 Эффективность данного метода очень высока и он широко применяется в 

биотехнологическом производстве.  

Обработка культуральной жидкости полиэлектролитом.  

 Полиэлектролиты (ПЭ) – высокомолекулярные органические соединения с большим 

содержанием ионогенных групп в структуре. 

 Первыми ПЭ были ВА-2 (поли-4-винил-N-бензил-триметиламмоний хлорид), ПКБ-1; 

ПКБ-402-линейные полиэлектролиты.  
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 Возможности флокуляции культуральной жидкости антибиотиков значительно 

расширились с использованием разветвленных ПЭ. Наиболее перспективными из них 

являются дисперсные формы анионитов АВ-16, АВ-17, с размером частиц 0,1 – 5 мкм.  

 Разветвленные ПЭ, в отличие от линейных, обладают большей поверхностью и 

поэтому кроме взаимодействия по функциональным группам БАВ могут на своей 

поверхности адсорбировать различные примеси, повышая качество нативного раствора. 

 Достоинства метода:  

 метод является «мягким», целевой продукт не подвергается инактивации;  

 значительно увеличивается скорость фильтрации;  

 процесс фильтрации сопровождается депигментацией нативного раствора, что 

ведет к повышению качества целевого продукта.  

Недостатки метода:  

 нестабильность при хранении. 

 На практике перед фильтрацией культуральной жидкости обычно используют 

сочетание нескольких из рассмотренных методов предварительной обработки. При этом 

достигается максимальный эффект.  

 Следующим этапом в стадии выделения и очистки БАВ является его извлечение из 

продукта ферментации.  

 Выбор способа выделения БАВ (извлечения) существенно зависит от того, в какой 

фазе культуральной жидкости (твердой или жидкой) локализован активный метаболит. 

 Если биологически активное вещество содержится в мицелии, то единственным 

методом его выделения является экстрагирование. В том же случае, когда микробная клетка 

выделяет метаболит в окружающую среду (в нативный раствор), то методы выделения и 

химической очистки базируются на жидкостной экстракции, ионном обмене и осаждении. 

 

Технология выделения и очистки биологически активных веществ. Основные методы. 

Сорбционные методы выделения 

 

Важным этапом любого биотехнологического процесса является выделение и очистка 

целевого продукта из культуральной жидкости. 

Культуральная жидкость после окончания процесса ферментации содержит: 

— клетки биообъекта;                                 

— метаболиты, образующиеся в процессе жизнедеятельности  

     (в том числе - целевой продукт); 

— остатки питательной среды. 
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Первым этапом выделения и очистки является отделение жидкой фазы от биомассы и 

взвешенных частиц мицелия методами фильтрации или центрифугирования (см. 

лабораторную работу «Технология выделения и очистки биологически активных веществ. 

Предварительная обработка и фильтрация культуральной жидкости»). 

Выделение биологически активного вещества из культуральной жидкости представляет 

собой сложную технологическую задачу. Это обусловлено рядом факторов: 

1. Концентрация целевого продукта в культуральной жидкости чрезвычайно мала и 

составляет всего 0,05÷3,0%. 

2. В культуральной жидкости одновременно с целевым продуктом присутствуют 

различные примеси. Это компоненты питательной среды, не потребленные 

микроорганизмами,  продукты их жизнедеятельности, иногда близкие по 

структуре к целевому продукту и вещества, добавляемые при коагуляции.  

3. Биологически активные вещества, синтезируемые биообъектом, зачастую 

отличаются неустойчивостью и высокой чувствительностью к внешним условиям. 

Во многих случаях даже незначительное повышение температуры и изменение рН 

растворов приводит к инактивации вещества и потере им биологических свойств. 

Все методы выделения (извлечения) целевого продукта ферментации делятся на две 

группы в зависимости от того, в какой фазе культуральной жидкости оно содержится и от 

его физико-химических свойств. 

Цель стадии химической очистки — извлечение биологически активного вещества из 

твердой фазы (мицелия, биомассы) или из жидкой фазы (нативного раствора) с 

последующим концентрированием растворов и очистки их от сопутствующих примесей. 

Нативным раствором называется фильтрат, полученный после отделения из 

культуральной жидкости клеток микроорганизма-продуцента. 

В том случае, если биологически активное вещество содержится в мицелии, основным 

методом выделения является экстрагирование. Так, если активное вещество находится в 

нативном растворе, методы его выделения более разнообразны — это экстракция, 

осаждение, ионный обмен. 

  

 

 

 

 

  

 

КЖ 

твердая фаза 

(биомасса, мицелий) 

жидкая фаза 

(нативный раствор) 

- экстрагирование 

- экстракция 

- осаждение 

- ионный обмен 
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1. Выделение целевого биотехнологического продукта из твердой фазы (мицелия, 

биомассы) 

Основным методом извлечения биологически активных веществ из мицелия является 

метод экстрагирования. В качестве растворителей используются органические 

растворители — ацетон, различные спирты (этиловый, бутиловый, изопропиловый) для 

выделения антибиотиков или водные буферные системы для выделения ферментов. 

Основные требования, которые предъявляют к растворителю, используемому для 

экстрагирования из твердой фазы — растворимость в воде в любых соотношениях; высокий 

коэффициент распределения по отношению к экстрагируемому веществу; селективность 

(избирательность) по отношению к извлекаемому биологически активному веществу; 

отсутствие взаимодействия с извлекаемым биологически активным веществом; приемлемая 

стоимость. 

Процесс экстрагирования проводят в простых реакторах, снабженных мешалкой. 

Мицелий загружают в аппарат и приливают растворитель в соотношении 1:3. Процесс 

проводят при комнатной температуре, при постоянном перемешивании. После окончания 

процесса экстрагирования экстракт отфильтровывают от мицелия и направляют на 

упаривание. 

2. Выделение целевого биотехнологического продукта из жидкой фазы 

(нативного раствора) 

а) Выделение методом экстракции 

В этом случае сущность процесса экстракции состоит в переходе извлекаемого 

вещества из жидкой фазы в фазу растворителя при их взаимном соприкосновении. 

Этот вид экстракции называют жидкостной экстракцией. 

Обычно для этих целей используют растворители несмешивающиеся с водой. Чаще 

всего это хлороформ, этилацетат, бутилацетат. Таким образом,  в процессе экстракции 

участвуют две жидкие фазы — экстрагент и исходный нативный раствор. 

Для того, чтобы процесс жидкостной экстракции протекал с максимальным эффектом, 

к нативному раствору и растворителю предъявляют особые требования. 

Нативный раствор — должен содержать минимальное количество белковых и 

коллоидных структур, которые могут вызвать образование стойких эмульсий. 

Растворитель — должен иметь малую растворимость в воде; не должен 

взаимодействовать с экстрагируемым веществом; должен иметь высокий коэффициент 

распределения по отношению к экстрагируемому веществу; должен иметь высокую 

избирательность; должен иметь возможность регенерации и приемлемую стоимость. 
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В лабораторной практике такую экстракцию проводят в делительной воронке. На 

производстве при обработке небольших объемов нативного раствора используют аппарат, 

работающий по принципу делительной воронки. В аппарат, снабженный мешалкой и 

смотровым фонарем (для контроля слива жидкостей до линии разделения фаз) заливают 

нативный раствор и растворитель в соотношении 1:(0,3÷0,4). Смесь перемешивают 10÷20 

мин., выключают мешалку и выдерживают её до полного разделения фаз. Нижний слой 

отработанного нативного раствора сливают в отходы, а экстракт направляют на упаривание. 

При обработке больших объемов нативного раствора (десятки и сотни тонн) применяют 

метод непрерывной экстракции, который осуществляют в специальных струйных смесителях 

— инжекторах или в экстракторах-сепараторах. 

б) Выделение методом осаждения 

Наряду с экстракционными методами для выделения целевого продукта ферментации 

используют метод осаждения. 

Этим методом выделяют низкомолекулярные вещества (антибиотики, органические 

кислоты) и высокомолекулярные (белки). 

В первом случае метод осаждения основан на том, что БАВ связывают с органическими 

или неорганическими веществами с целью получения соединения, выпадающего в осадок. 

Полученный осадок с помощью фильтрации или центрифугирования отделяют от раствора, 

промывают и в ряде случаев высушивают, после чего образовавшееся соединение разлагают 

(чаще всего кислотой) и БАВ экстрагируют или вновь осаждают (кристаллизуют). Этим 

методом выделяют антибиотик тетрациклин и лимонную кислоту. 

Метод осаждения также широко применяется при промышленном получении 

ферментов. 

Ферменты — это водорастворимые белки. Нативный раствор после отделения клеток 

биообъекта представляет собой белковый раствор, содержащий тот или иной фермент или их 

смесь. 

Наиболее часто для осаждения ферментов используют нейтральные соли или 

органические растворители. 

Если для осаждения белков применяют нейтральные соли, то такой процесс называют 

высаливанием. Механизм высаливания связан с усилением ориентации диполей воды ионами 

солей, что приводит к разрушению гидратного слоя  вокруг молекул белка и его коагуляции. 

В зависимости от концентрации осадителя выпадают в осадок белки разной молекулярной 

массы, такой процесс называют фракционированием. На этом свойстве белков основана 

очистка ферментов от нежелательных примесей. 
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Осадки, полученные при высаливании, содержат от 25 до 80% соли, поэтому их 

необходимо подвергать дополнительной очистке от нежелательных ионов, например, 

методом диализа или ультрафильтрации. 

При добавлении к раствору фермента органического растворителя (этанола, метанола, 

изопропанола, ацетона и др.) снижается диэлектрическая постоянная среды, что, также как и 

при высаливании, приводит к разрушению гидратной оболочки белка и выпадению его в 

осадок. 

Недостатком процесса осаждения органическими растворителями является то, что 

применяемые реагенты сравнительно дороги, огнеопасны и весьма ядовиты, что требует 

применения соответствующих мер безопасности. 

б) Выделение методом ионного обмена 

Ионообменный метод является одним из эффективных методов выделения и 

химической очистки БАВ. 

Данный метод характеризуется целым рядом преимуществ перед другими методами: 

1. Простота аппаратурного оформления. 

2. Многократное использование основного вида сырья — ионообменных смол, 

которые легко регенерируются. 

3. Возможность осуществления полной механизации и автоматизации 

технологического процесса. 

4. Исключение контакта обслуживающего персонала с токсичными полупродуктами. 

5. Работа с водными растворами без применения вредных органических 

растворителей. 

6. Высокая производительность и др.  

Ионообменная технология является часто единственной, позволяющей получить 

высокоочищенный продукт, например, для медицинских целей, когда требуемая степень 

очистки должна составлять не менее 95-99%. 

Сорбционный метод выделения целевого продукта основан на химической реакции 

обмена или замещения, протекающей в гетерогенной системе: 

   • твердая фаза — ионообменная смола (сорбент), 

  • жидкая фаза — раствор БАВ. 

Ионообменные смолы (сорбенты) — это органические или неорганические вещества, 

практически нерастворимые в воде и органических средах и обратимо обменивающие ионы, 

входящие в их состав, на эквивалентное количество других ионов того же знака, 

находящиеся в растворе.  
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Обменные ионы называют подвижными или противоионами. Противоионы подвижны 

внутри каркаса и могут быть заменены другими ионами с зарядом того же знака. Но при 

этом должна сохраняться электронейтральность, т.е. заряд ионита в каждый момент должен 

точно компенсироваться зарядом противоионов. 

По знаку обменивающихся ионов различают катиониты (с положительно 

заряженными противоионами) и аниониты (с отрицательно заряженными ионами). Кроме 

того,  существуют и амфотерные иониты, которые содержат и катионо- и анионообменные 

группы, обладая, таким образом, двойственными функциями. 

У катионитов обменными группами являются: SO3H, COOH, PO(OH)2.  

У анионитов обменными группами являются, главным образом, первичные, вторичные, 

третичные аминогруппы, а также остатки четвертичных аммониевых оснований. Все они в 

водных средах могут находиться в гидроксильной или солевой форме. 

Способность к ионному обмену определяется строением вещества. 

Существуют следующие типы ионитов (сорбентов): 

 синтетические (на основе процессов полимеризации или поликонденсации, 

трёхмерные полимерные соединения, содержащие ионогенные группы); 

 целлюлозные (на основе целлюлозы); 

 минеральные (окислы металлов, алюмосиликаты, фосфаты, цирконаты). 

В производстве антибиотиков и ферментов широкое распространение получили лишь 

синтетические сорбенты. 

Специфические особенности оборудования, предназначенного для осуществления 

ионообменного метода химической очистки, определяются прежде всего тем, что в отличие 

от экстракционного метода, базирующегося на переходе вещества из одной жидкой фазы в 

другую, в основе сорбционной очистки лежит массообмен между жидкой и твердой фазой. 

Ионообменное извлечение целевого продукта может быть осуществлено тремя 

способами: 

 статическим; 

 динамическим; 

 хроматографическим. 

Статический способ заключается в смешении и последующем разделении ионита и 

обрабатываемого раствора. В этом случае процесс чаще всего проводится в обычном 

емкостном аппарате, снабженном мешалкой для суспендирования сорбента в растворе. По 

окончании сорбции (достижении необходимой степени равновесия между содержанием 

сорбируемого иона в смоле и растворе) суспензию выгружают на фильтр. Отфильтрованная 

от маточного раствора смола, содержащая целевой продукт, промывается водой и 
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возвращается в аппарат, где  проводят десорбцию (извлечение) целевого продукта. 

Статический процесс применяют главным образом в экспериментальных целях (для 

изучения равновесных соотношений). В производстве им пользуются редко, поскольку при 

однократном контакте ионита с раствором в статических условиях, как правило, не 

достигается требуемая полнота извлечения (или элюции), возрастает истирание смолы, 

требуется большое количество ручного труда. 

Динамический способ осуществляют путем пропускания нативного раствора в одном 

направлении через слой сорбента. По мере движения раствор, постепенно «теряющий» 

сорбируемые ионы, контактирует со все менее насыщенными и, следовательно, более 

активными (с точки зрения ионообменной способности) слоями ионита. Таким образом, по 

существу происходит последовательный многократный контакт раствора с ионитом. При 

этом протекающий раствор уносит с собой продукты ионообменной реакции, т.е 

вытесненные ионы. Благодаря этому достигается практически полное извлечение целевого 

продукта из раствора и постепенное насыщение сорбента. Затем целевой продукт 

десорбируют с сорбента, что в динамических условиях позволяет получить высокоактивный 

концентрат практически без потерь. В силу указанных преимуществ способ динамической 

сорбции стал доминирующим при ионообменной очистке большинства антибиотиков и 

ферментов. 

Ионообменная хроматография обычно осуществляется в динамических условиях. В 

ее основе лежит использование различий в избирательных свойствах ионита по отношению к 

разным ионам. Благодаря этим различиям, извлекаемые ионы распределяются в слое ионита 

соответственно степени ихсорбируемости. На первом по току раствора участке 

концентрируется наиболее интенсивно сорбируемый ион, в следующем слое накапливается 

ион, сорбируемый данным ионитом в меньшей степени, и т.д. В результате такого 

фракционного разделения выделяемое вещество оказывается сконцентрированным на одном 

из участков слоя ионита. 

При элюции (десорбции) происходит последовательное удаление ионов в порядке, 

обратном степени прочности их связи с ионитом, т.е. сначала элюируются менее, а затем 

более сильно удерживаемые сорбентом ионы. Часть (фракция) элюата, содержащая целевой 

продукт, отбирается отдельно и поступает на дальнейшую переработку. 

Данный способ применяется преимущественно в лабораторных условиях для более 

четкого отделения БАВ от других близких по физико-химическим свойствам соединений, 

сорбируемых ионитом. Например, очистка витамина B12 от псевдовитамина и примесей. 

Основным типом аппарата для осуществления динамического ионного обмена является 

ионообменная колонна. 
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Колонны бывают открытого(б) и закрытого(а) типа. В колоннах закрытого типа 

нативный раствор, содержащий БАВ, подается сверху вниз, что приводит к слипанию частиц 

смолы, образованию недостаточно омываемых раствором участков и, наоборот, каналов, 

через которые проходит значительная часть жидкости. Таким образом, не все зерна и не вся 

поверхность отдельных зерен сорбента участвует в ионообменном процессе, что снижает 

производительность колонны и ухудшает качество раствора. 

 

 

 

Эти недостатки устранены в колоннах открытого типа, в этом случае нативный 

раствор, содержащий БАВ, подается снизу со скоростью, при которой зерна смолы 

поддерживаются во взвешенном в жидкости состоянии (псевдоожиженный или «кипящий» 

слой). При этом каждое зерно омывается раствором со всех сторон и ионит используется 

более эффективно. 

На производстве в результате любого метода выделения БАВ из мицелия и нативного 

раствора , последующего упаривания и концентрирования получается технический продукт 

(сырец), который содержит 65÷80% активного вещества и 20÷35% примесей. Лекарственный 

препарат должен содержать 90-99% активного вещества. Поэтому следующим этапом 

выделения и очистки биологически активных веществ является стадия тонкой химической 

очистки, т.е. удаление из сырца сопутствующих примесей. Для очистки сырцов от примесей 

используются все известные методы — это экстракция, ионный обмен и осаждение, которые 

могут многократно повторяться, чтобы постепенно удалить из сырца неактивные примеси. 
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При этом растворители или сорбенты выбираются по селективности к примесям, а не к 

целевому продукту. К уже названным методам тонкой очистки сырцов следует добавить — 

ультрафильтрацию, диализ, обратный осмос и др. Все эти методы позволяют получить 

лекарственную субстанцию, содержащую 98-99% активного целевого продукта. 

 

 

 

Инженерная энзимология. Биотехнология ферментов и методы оценки их активности. 

Иммобилизация ферментов. 

 

Ферментами называют высокоспецифические белки, входящие в состав всех клеток и 

тканей живых организмов, играющие роль биологических катализаторов. 

Именно благодаря ферментам, биологическим катализаторам, у живых организмов 

осуществляются, направляются и регулируются все превращения веществ, необходимые для 

их жизнедеятельности. 

Подсчитано, что живая клетка может содержать до 2000÷2500 различных ферментов, 

каждый из которых ускоряет ту или иную биохимическую реакцию. 

Биологические катализаторы (ферменты) по ряду признаков отличаются от 

неорганических катализаторов. 

Основные различия состоят в том, что ферменты «работают» в очень мягких условиях 

(низкая температура, нормальное давление, невысокие значения рН). Например, гидролиз 

крахмала до моносахаридов происходит при нагревании в растворе кислоты при 100 °С в 

течение нескольких часов. При участии соответствующего фермента этот процесс 

осуществляется при комнатной температуре всего за несколько минут. 

Кроме того, ферменты обладают высокой специфичностью по типу катализируемой 

реакции и по отношению к структуре субстрата. Каждый фермент каталитически ускоряет, 

как правило, одну единственную реакцию или группу реакций одного типа. Без 

специфичности ферментов был бы невозможен упорядоченный обмен веществ в клетках, и, 

следовательно, сама жизнь. 

Кроме того, ферменты обладают высокой способностью «отзываться» на 

регуляторное воздействие тонких изменений в свойствах и составе среды. 

Важно отметить, что выделенные из организма ферменты не утрачивают свою 

способность осуществлять каталитическую функцию. На этом основано их практическое 

применение в химической, пищевой, легкой, фармацевтической промышленности и 

медицине. 
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Источники получения ферментов 

У человека и высших млекопитающих ферменты выделяются клетками 

поджелудочной железы в кишечник, где белки и полисахариды разлагаются на моносахара и 

аминокислоты и легко усваиваются клетками макроорганизма. 

Из поджелудочной железы свиньи выделен «секрет» (комплекс ферментов), который 

в высушенном и измельченном виде стали применять при нарушении пищеварения. 

Выделение этого комплекса ферментов из органа животного считают первым примером 

выделения и практического использования ферментов. 

Первыми источниками сырья, из которых стали выделять ферменты, являются 

различные органы животных (поджелудочная железа, слизистые оболочки желудка и 

тонких кишок свиней, сычуги крупного рогатого скота, сычужки молочных телят и ягнят, 

семенники половозрелых животных). 

Поджелудочная железа содержит большое количество разнообразных ферментов: 

химотрипсин, коллагеназу, эластазу, трипсин, амилазу, липазу и др. Слизистая оболочка 

желудка свиней и сычугов крупного рогатого скота служат источником пепсина и липазы. Из 

сычужков молочных телят и ягнят получают реннин (сычужный фермент). Семенники 

половозрелого скота содержат фермент гиалуронидазу. 

На всех крупных мясокомбинатах имеются цеха по сбору и заморозке органов 

убойных животных для последующего получения из них ферментных препаратов. 

Безусловно, большое количество ферментов содержится и в клетках растений. 

Однако,  выделение из них ферментов в промышленном масштабе экономически невыгодно, 

поскольку носит сезонный характер и требует затрат на переработку большого количества 

сырья. В то же время приводится  пример, что до сих пор в США ежегодно перерабатывают 

до 100÷200 т плодов дынного дерева (папайи) для получения папаина. Этот фермент 

используют для обработки (тендеризации, tender (англ.) - нежный), размягчения, мяса при 

изготовлении сырокопченых колбас. 

За последние 30 лет в области промышленного производства и использования 

ферментов произошли существенные изменения. Это связано с использованием в качестве 

источников ферментов микроорганизмов. 

Этот процесс следует считать вполне закономерным, если учесть основные свойства и 

особенности ферментных систем микроорганизмов. 

Итак, источниками получения ферментов являются: 

- различные органы животных; 

- клетки растений; 

- клетки микроорганизмов. 
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Из перечисленных источников получения ферментов наиболее предпочтительными 

являются клетки микроорганизмов. 

В чем преимущество микроорганизмов как источника ферментов? 

Главная причина объясняется легкостью, с которой удается увеличить количество 

синтезируемых ферментов микробной клеткой. Это можно достичь как с помощью 

генетических манипуляций с микроорганизмом, так и путем изменения окружающих 

условий. Микробная клетка может за сутки переработать такое количество субстрата, 

которое в 30÷40 раз превышает ее собственный вес, так как она обладает высокой скоростью 

ферментативных реакций. 

Помимо высокой интенсивности метаболизма следует отметить большую скорость 

прироста биомассы, что позволяет в течение коротких промежутков времени (иногда за 

24÷72 ч) получить такое количество сырья для выделения ферментов, которое не может 

сравниться с тем, что дают растения и животные. 

Важным свойством микроорганизмов является их способность расти и образовывать 

ферменты  на питательных средах, содержащих дешевые источники углерода и азота 

(часто это всевозможные отходы пищевых производств). 

Микроорганизмы служат источником не только ферментов, встречающихся у 

растений и животных, но и ряда уникальных ферментов, нигде более в природе не 

обнаруженных. К числу таких ферментов относятся: танназа, целлюлаза, кератиназа, 

пенициллиназы. Кроме того, среди микроорганизмов можно найти формы, живущие в 

экстремальных условиях (термофилы, галофилы, осмофилы и др). Это означает, что из 

микроорганизмов можно выделить ферменты с улучшенными свойствами — 

термостабильные, осмоустойчивые, кислото- и щелочеустойчивые. 

И, наконец, еще одно важное свойство микроорганизмов, как источника ферментов — 

это их способность выделять ферменты из клеток в окружающую среду (экзоферменты), 

что существенно облегчает их выделение и очистку. 

Микробиологической промышленностью выпускается около 250 наименований 

ферментных препаратов, причем 90% общей суммы реализации ферментов приходится 

только на 18 ферментов. Основными из них являются: бактериальные и грибные протеазы, 

глюкоамилазы, бактериальные и грибные α-амилазы, глюкоизомеразы, пектолитические, 

целлюлолитические ферменты, молокосвертывающая кислая протеиназа, β-галактозидаза, 

липаза и другие. 

Наибольший удельный вес среди выпускаемых препаратов занимают протеиназы, 

широко используемые в синтетических моющих средствах (СМС), и амилазы для 
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переработки крахмала. Эти два вида ферментных препаратов составляют до 65% общего 

объема выпуска ферментных препаратов. 

Так же ферменты используются в производстве соков и вин, сыроделии, производстве 

спирта, хлебопечении, пивоварении и др. Ферменты находят широкое применение в 

медицине как терапевтические средства. 

 

 

Применение ферментов в медицине 

Характерным примером заместительной терапии можно считать применение 

пепсина, протеаз поджелудочной железы, ферментов амилолитического действия, а так же 

целлюлаз при лечении различных заболеваний желудочно-кишечного тракта. 

Ферментный препарат, введенный в организм, восполняет недостаток 

пищеварительных ферментов (фестал, панзинорм, мезим и др.). 

Широко используются ферменты в так называемой вспомогательной терапии, когда с 

их помощью удаляются из организма гной, мокрота, некротические массы. Такими 

ферментами являются протеолитические ферменты, которые ускоряют и облегчают процесс 

заживления ран (ожогов). 

Положительное действие аэрозолей протеиназ и дезоксирибонуклеазы описано при 

воспалении легких, хронических бронхитах, при бронхиальной астме, энфиземе легких и др. 

Известно ценное действие коллагеназы при заживлении различных рубцовых образований, а 

также эластазы, которая сдерживает развитие атеросклероза. 

Заболевания, которые обусловлены врожденными ферментопатиями, представляют 

собой генетические расстройства функции определенных ферментов. 

Эти расстройства могут проявляться в частичном или даже полном отсутствии данной 

ферментативной активности, а так же в чрезмерном усилении ферментативной функции. 

Причинами таких энзимопатий являются мутации, которые приводят к выпадению 

той матрицы в нуклеиновых кислотах, которая ответственна за синтез данного фермента. 

В настоящее время известно более 300 заболеваний человека и для 90 из них точно 

установлен генный дефект и механизм наследования, т.е. известно нарушение синтеза какого 

именно фермента приводит к данному заболеванию. 

Врожденные аномалии известны для белкового и жирового обмена, обмена 

сахаридов, гемопротеидов, обменов пуринов, порфиринов и др. 

Обычно генетически врожденные аномалии сопровождаются появлением в моче 

ферментов, которые полностью отсутствуют  в нормальной моче (например, почечная 

глюкозурия, фруктозурия, пентозурия и т.п.). 
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Для коррекции генных дефектов используются ферментные препараты, к которым 

применяются особо жесткие требования в отношении их чистоты и малой токсичности в 

связи с необходимостью вводить их в организм больного на протяжении всей жизни 

(подобно тому, что имеет место при использовании инсулина при лечении диабета). 

В последнее время все более развивается энзимодиагностика и исследование 

изменений в ферментных системах организма. 

Имеются разнообразные ферментные показатели для заболеваний системы 

кровообращения, в том числе для гипертонии, атеросклероза, инфарктов, для заболеваний 

органов пищеварения (печени, поджелудочной железы, желудка), органов кроветворения, 

почек, желез внутренней секреции, для заболеваний соединительной ткани, для 

злокачественных новообразований. 

Заболевание того или иного органа у человека может быть определено по уровню 

содержания фермента в крови или реже в моче. В клинических лабораториях многих 

лечебных учреждений страны в настоящее время могут определять до нескольких десятков 

ферментов, что способствует правильному установлению диагноза и контролю за ходом 

лечения больного. 

Таково, например, определение фермента трансаминазы в крови. Обычно у здоровых 

людей его активность составляет 10÷40 ЕД, а при тромбозе сердца она возрастает до 

5000÷6000 ЕД. Лактатдегидрогеназа, аспартатаминотрансфераза и изоцитратдегидрогеназа и 

фруктозо-1,6-дифосфатальдолаза (ферменты углеводного обмена) служат для диагноза 

инфаркта миокарда. По содержанию щелочной фосфатазы можно определить заболевание 

желтухой, а по содержанию кислой фосфатазы — нарушение функции предстательной 

железы. 

Внедрение в практику ферментных диагностических тестов потребовало разработки 

простых и быстрых способов определения ферментативной активности. 

Для этих целей необходимы, прежде всего, высокоочищенные ферменты в небольшом 

количестве. 

В качестве примера можно привести определение содержания глюкозы в крови с 

помощью фермента глюкооксидазы. 

Как известно, ферменты отличаются высокой специфичностью. Фермент 

глюкооксидаза в смеси близких сахаров взаимодействует только с глюкозой, причем в 1000 

раз быстрее, чем с молекулами других сахаров.  

На этом и основан простой и быстрый метод анализа. Он приспособлен для экспресс-

анализа глюкозы в биологических жидкостях с помощью тест-бумаг, пропитанных 

раствором фермента. При нанесении капли крови на тест-бумагу в течение 1÷2 минут 
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появляется синее окрашивание, интенсивность которого пропорциональна содержанию 

сахара в крови. 

Последним достижением в этой области является создание так называемых 

биосенсоров (биоэлектродов). 

Например, прибор с биосенсором, несущий на поверхности электрода тот же фермент 

глюкооксидазу, может за 1 час с большой точностью определить более чем в 100 пробах 

крови содержание сахара, т.е. диагностировать заболевание сахарным диабетом. 

Таким образом, в медицине ферменты применяют для: заместительной терапии, 

вспомогательной терапии, коррекции генетических расстройств функции определенных 

ферментов, в энзимодиагностике. 

Производство ферментов 

В зависимости от источника получения ферментных препаратов технологический 

процесс их выделения имеет ряд особенностей. 

При производстве ферментных препаратов из растительного сырья и животных 

тканей технология сводится к экстрагированию ферментов из сырья и очистке их от 

сопутствующих балластных веществ. 

Существует мнение, что из клеток микроорганизмов можно выделить любые из 

известных ферментов. Большинство микроорганизмов способно расти на относительно 

простых и дешевых питательных средах; с помощью высокопродуктивных мутантных 

штаммов возможно усиливать способность микроорганизмов к биосинтезу ферментов. 

Биосинтез ферментов можно также регулировать технологическими  приемами. 

Все это послужило толчком к бурному развитию технологии ферментов путем 

микробного синтеза. 

Технология микробных ферментных препаратов относится к типичным 

микробиологическим производствам. В настоящее время культивирование 

микроорганизмов-продуцентов ферментов осуществляется двумя способами: поверхностной 

и глубинной ферментацией. 

Глубинный метод культивирования заключается в выращивании микроорганизмов 

(бактерий и актиномицетов) в жидкой питательной среде. Технологические схемы при 

глубинном способе культивирования в этом случае почти не отличаются от тех, что 

используются при получении других биологически активных веществ (антибиотиков, 

органических кислот и др.). 

При поверхностном методе выращивания культура (в основном грибы) растет на 

поверхности твердой увлажненной среды, содержащей отруби, отходы пищевой и 

сельскохозяйственной промышленности (кочерыжки, солома, опилки, жмыхи). Мицелий 
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полностью обволакивает и довольно прочно скрепляет твердые частицы питательного 

субстрата. Клетки получают питание за счет содержания в этих средах питательных веществ 

и используют для дыхания кислород воздуха, поэтому для их нормального развития 

приходится применять рыхлые по своей структуре среды с очень небольшой высотой слоя. 

Это приводит к необходимости иметь большую поверхность контакта рыхлой среды с 

воздухом и при отсутствии механизации придает всему процессу неинтенсивный характер, 

требует больших затрат ручного труда. 

Однако поверхностный метод культивирования микроорганизмов имеет 

преимущества перед глубинным, поскольку в этом случае достигается более высокая 

конечная концентрация фермента на единицу массы среды. 

Например, для осахаривания 10 кг крахмала требуется 5 кг поверхностной культуры 

плесневых грибов или около 100 л глубинной культуры бактерий. 

 

Активность ферментных препаратов 

Ферменты являются веществами белковой природы, поэтому в смеси с другими 

белками определить их количество невозможно. 

Наличие фермента в препарате может быть установлено лишь по протеканию той 

реакции, которую катализирует фермент. 

Следовательно, количественно фермент можно определить: по количеству 

образовавшихся продуктов реакции; по количеству израсходованного субстрата. 

По решению Международного биохимического союза принята так называемая 

стандартная единица активности. 

Эта величина для любого фермента обозначает то его количество, которое 

катализирует превращение 1 мкмоль субстрата в 1 мин при заданных стандартных условиях. 

Число микромолей и будет равно числу стандартных единиц определяемого фермента. 

Если фермент гомогенен (т.е. чистый), то его активность выражается в ЕД на 1 мг 

фермента. Если препарат содержит балласт в виде неактивного белка, то его активность 

выражается в ЕД на 1 мг белка в ферментном препарате. 

В русском и немецком языках эта единица обозначается буквой — Е. В английском, 

французском, итальянском и испанском — U. 

Комиссия по ферментам рекомендовала придерживаться определенных условий при 

определении активности. Решено активность ферментов определять при температуре 30 

ºС, остальные параметры (рН, концентрация субстрата) индивидуальны для каждого 

фермента. 

Обозначение ферментных препаратов 
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Подавляющее число ферментных препаратов, получаемых путем микробного синтеза, 

являются комплексными, т.е. помимо основного фермента в них присутствует и некоторое 

количество сопутствующих ферментов. 

Поэтому в технологии ферментов готовые препараты чаще классифицируют 

(называют) по основному компоненту, присутствующему в продукте: протеолитические; 

амилолитические; липолитические. Например,  

Протосубтилин — это препарат из Bacillus subtilis протеолитического действия, 

содержащий в основном протеазу — 230,0 ЕД/г и амилазу — 10,0 ЕД/г. 

Амилосубтилин — это препарат из B. subtilis амилолитического действия, 

содержащий в основном амилазу — 600,0 ЕД/г и протеазу — 5,0 ЕД/г. 

Многие виды отечественных ферментных препаратов имеют названия и индексы, 

несущие информацию о продуценте фермента, основной активности и способе выделения. 

Названия таких ферментов состоит из двух частей: первая — соответствует названию 

основной ферментативной активности, вторая — видовому названию продуцента, и 

заканчивается суффиксом -ин. Например,  

Амилосубтилин — препарат α-амилазы из B. subtilis; 

Глюкоавамарин — препарат глюкоамилазы из Aspergillus awamori; 

Целловиридин   — препарат целлюлозы из Trichoderma viride. 

Препараты, выделенные из глубинной культуры, имеют в индексе букву «Г» — 

глубинный, из твердофазной (поверхностной) ферментации — «П». Наличие фермента в 

препарате обозначают буквой «х». Между буквами П, Г и х обычно стоит цифра, 

обозначающая степень чистоты препарата (чем больше эта цифра, тем более очищен 

препарат). Например,  

Г2х — неочищенный препарат глубинной культуры 

Г20х — очищенный от балластных веществ препарат глубинной культуры. 

 

Иммобилизованные ферменты 

Ферменты широко используются во многих отраслях промышленности, однако 

возможность их применения осложнена двумя причинами: 

- ферменты неустойчивы при хранении, а также при различных воздействиях, 

особенно тепловых; 

- ферменты невозможно многократно использовать из-за сложности их отделения от 

реагентов и продуктов реакции. 
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Принципиально новые перспективы открылись перед прикладной энзимологией в 

результате создания иммобилизованных ферментов, которые обладают рядом преимуществ 

по сравнению с нативными предшественниками: 

- иммобилизованный фермент легко отделить от реакционной массы, что дает 

возможность остановить в нужный момент реакцию, использовать фермент повторно, 

получать очищенный от фермента продукт; 

- использование иммобилизованных ферментов позволяет проводить процесс 

непрерывно, регулировать скорость катализируемой реакции и выход продукта при 

изменении скорости потока; 

- иммобилизация способствует целенаправленному изменению свойств 

биокатализатора, в том числе, его специфичности, зависимости каталитической активности 

от рН, ионного состава и других параметров среды, его стабильности по отношению к 

различного рода денатурирующим воздействиям; 

- иммобилизация ферментов дает возможность регулировать их каталитическую 

активность путем изменения свойств носителя под действием физических факторов, таких 

как свет, звук и др. 

 

Применение иммобилизованных ферментов 

В настоящее время иммобилизованные ферменты нашли свое применение в 

препаративном органическом синтезе, аналитической химии (методы безреагентного 

анализа), медицине, системах биоконверсии энергии (биоэлектрокатализ, использование 

солнечной энергии и др.). В последние годы иммобилизованные ферменты внедрены в ряд 

технологических процессов фармацевтической и пищевой промышленности, все шире 

используются для контроля загрязнения окружающей среды. 

Идея иммобилизации ферментов послужила основой не только для создания ряда 

новых биотехнологических процессов, но и для возникновения нового поколения 

лекарственных средств (терапия иммобилизованными ферментами и разработка новых 

диагностикумов). В терапии иммобилизованные ферменты применяются в частности при 

лечении острой сердечной недостаточности, которая часто сопровождается 

тромбоэмболическими осложнениями. Введение в кровяное русло стрептодеказы 

(стрептокиназы, иммобилизованной на водорастворимой матрице полисахаридной природы) 

способствует активации плазминогена, естественного предшественника плазмина, 

предотвращающего образование тромба в кровеносной системе. 

Иммобилизованные ферменты также широко используются и как биосенсоры в 

составе биоэлектродов. Последние с успехом апробированы для анализа веществ в 
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непрозрачных растворах и с взвешенными частицами, что позволило применять их при 

клинических исследованиях биосубстратов (кровь, моча, кишечный сок и т.д.) на наличие 

этанола, мочевины, глюкозы и ряда других веществ. 

Не менее важными и существенными для аналитической практики методами анализа 

являются биолюминесцентный, ферментативный и иммуноферментативный анализы (ИФА), 

основанные на протекании определенных реакций под действием иммобилизованных 

ферментов. 

Известны различные типы ИФА, успешно используемые для определения антител, 

гормонов, лекарственных препаратов, вирусных и бактериальных антигенов. 

Получение иммобилизованных ферментов 

Для получения иммобилизованных ферментов используются органические и 

неорганические носители. 

1. Органические носители 

Существующие в настоящее время органические носители можно разделить на два 

класса: 

  природные полимеры (полисахаридные, белковые и липидные носители); 

 синтетические полимерные носители (полиметиленовые, полиамидные, 

полиэфирные носители). 

Наиболее широко для иммобилизации ферментов используются природные 

полисахариды и синтетические носители полиметиленового типа. 

2. Неорганические носители 

В группу неорганических носителей входят: синтетические кремнеземные сорбенты; 

металлы и их окислы; нержавеющая сталь; различные виды глин, керамика и природные 

материалы. 

 Неорганические носители имеют ряд существенных преимуществ перед 

органическими: 

- неорганические носители легко регенерируются; 

- носителям данного типа  можно легко придать любую конфигурацию   (порошок, 

шарики, пористая масса или монолит, образующий многоканальную систему). 

Следует отметить, что идеальных матриц для иммобилизации нет, их тщательно 

подбирают и модифицируют с учетом свойств фермента, иммобилизуемого на носителе. 

 

Способы иммобилизации ферментов 

Все способы иммобилизации можно подразделить на две группы: 
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-физические — иммобилизация ферментов происходит без участия ковалентных 

связей; 

-химические — иммобилизация ферментов происходит с образованием ковалентных 

связей. 

1. Физические методы иммобилизации 

Все физические методы иммобилизации достаточно просты, быстры и эффективны, 

поэтому они нашли широкое применение в настоящее время. Физические методы 

подразделяются на два типа: адсорбционную иммобилизацию и механические методы 

иммобилизации. 

Адсорбционная иммобилизация — это иммобилизация, при которой фермент 

удерживается на поверхности носителя с помощью электростатических, гидрофобных, 

водородных связей, а также в силу дисперсионных взаимодействий. Этот способ 

иммобилизации проводится на нерастворимых носителях любой природы, при этом фермент 

активируют путем введения группы, имеющей сродство к носителю, либо присоединяют или 

активируют определенные группы носителя, чтобы фермент мог с ними связаться. 

Иммобилизация достигается при контакте водного раствора фермента с носителем. На 

практике для получения адсорбционно-иммобилизованных ферментов применяют несколько 

способов: 

- статический способ; 

- статический способ с перемешиванием; 

- метод электроосаждения; 

- метод нанесения фермента на носитель в колонке. 

Для технологического использования метод нанесения фермента на носитель в 

колонке наиболее удобен. Его преимущества — это доступность и дешевизна сорбентов, 

выступающих в роли носителей; возможность придания нужной конфигурации и 

пористости; простота применяемых методик; возможность очистки фермента. Недостатки 

этого метода заключаются в недостаточно высокой прочности связывания фермента с 

носителем (возможна непроизвольная десорбция фермента). 

Механические методы иммобилизации заключаются во включении фермента в гели, 

сшитые поперечными связями, микрокапсулы, волокна, мембраны и т.д. 

Существуют различные методы механической иммобилизации: 

 включение фермента в гель — суть метода состоит в том, что молекулы фермента 

включаются в трёхмерную сетку из переплетенных полимерных цепей, образующих гель. 

Среднее расстояние между соседними цепями в геле меньше размера молекулы фермента, 

поэтому он не может покинуть полимерную матрицу и выйти в раствор. Дополнительный 
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вклад в удерживание фермента внутри геля могут вносить ионные и водородные связи в 

системе; 

 микрокапсулирование — суть метода состоит в том, что водный раствор фермента 

включают внутрь микрокапсул, представляющих собой замкнутые сферические пузырьки с 

тонкой полимерной стенкой (мембраной). Оболочка является непроницаемой для 

растворенного фермента и доступной для фильтрата и продуктов реакции. Это очень удобно, 

так как фермент не претерпевает фазовых превращений и может быть в любое время удален 

из реакционной среды при простом фильтровании. Данный метод удобен для 

иммобилизации ферментов, воздействующих на низкомолекулярные субстраты, для 

иммобилизации полиферментных систем, клеточных органелл и гомогенатов ткани; 

 включение в волокна — суть метода аналогична микрокапсулированию. Разница 

заключается в том, что фермент включается не в сферы, а в волокна-нити. Полученные 

волокна представляют собой пористые полимерные гели, содержащие гомогенную 

дисперсию небольших капель водного раствора фермента размером около 1 мкм. Полые 

волокна изготавливают из природных или синтетических полимеров (целлюлоза, 

полиакриламид, поливинилхлорид и др.). Таким способом иммобилизуют многие ферменты: 

амилазы, глюкоамилазы, каталаза и др.; 

 включение в липосомы  — ферменты, иммобилизованные в липосомах, применяются 

главным образом в медицине, а также при проведении фундаментальных исследований, так 

как эти системы близки к природным мембранам и  их изучение дает информацию о 

ферментативных процессах, протекающих в клетках; 

 включение в «жидкие» мембраны — суть метода состоит в том, что включение 

фермента осуществляется в жидкой капсуле, которая не смешивается с водой. «Жидкие» 

мембраны — это поверхностно-активные водонерастворимые вещества с различными 

добавками и углеводородным растворителем. Этим способом можно иммобилизовать 

полиферментные системы, химотрипсин и др. 

2. Химические методы иммобилизации 

Главным отличительным признаком химических методов иммобилизации является то, 

что при химическом воздействии на структуру фермента в его молекуле создаются новые 

ковалентные связи, в частности, между белком и носителем. 

Для химической иммобилизации существует большой набор различных материалов: 

неорганические (стекло, керамика, оксиды металлов и др.), природные полимеры (целлюлоза, 

крахмал, хитин и др.), синтетические полимеры и сополимеры. Одни из этих веществ могут 

быть использованы непосредственно в качестве носителей, другие подвергаются 

предварительной химической обработке активаторами или модифицирующими агентами. 
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Иммобилизация ферментов химическими методами может осуществляться двумя 

путями: 

1) путем ковалентного сшивания с полимерным носителем; 

2) путем поперечного сшивания ковалентными связями молекул белка без носителя. 

Достоинствами химических методов иммобилизации являются: 

1. высокая прочность образующегося конъюгата (не происходит десорбции фермента в 

большом диапазоне рН и температуры); 

2. химическая модификация ферментов способна приводить к существенным 

изменениям их свойств, таких как субстратная специфичность, каталитическая 

активность и стабильность. 

Основным недостатком этих методов является значительная инактивация некоторых 

ферментов. 

Следует отметить, что способ иммобилизации ферментов следует подбирать с учетом 

физико-химических свойств белка и области его применения. 

 

Получение аминокислот и органических кислот биотехнологическими методами 

 

Получение аминокислот 

Аминокислоты — карбоновые кислоты, содержащие одну или несколько 

аминогрупп -NH2. Общая формула аминокислот — RCH(NH2)COOH (за исключением 

пролина и оксипролина). 

Аминокислоты являются основой всех природных белков и служат составной частью 

пищи человека и кормовых рационов животных. 

Природные белки состоят из 20 аминокислот. Физиологическое значение 

аминокислот неодинаково. Одни из них не синтезируются с достаточной скоростью и в 

необходимом количестве в организме человека и животных, а поэтому должны поступать 

вместе с продуктами питания. Это так называемые незаменимые аминокислоты. К ним 

относятся валин, аргинин, гистидин, лизин, лейцин, изолейцин, метионин, треонин, 

триптофан, фенилаланин. Нормальный обмен веществ в организме человека и животных 

протекает только при поступлении в него незаменимых аминокислот в достаточном 

количестве и определенном соотношении. Недостаток даже одной из незаменимых 

аминокислот может привести к серьезному нарушению обмена веществ в организме, к 

замедлению его роста и развития.  

Ниже приведена суточная потребность человека в незаменимых аминокислотах: 

 триптофан – 0,5 г фенилаланин –  2,2 г 
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 лизин        -  1,6 г  треонин         - 1,0 г 

 валин        -  1,6 г метионин      -  2,2 г 

 лейцин      - 2,2  г изолейцин    - 1,4 г 

Аминокислоты широко используются во многих отраслях промышленности, что 

определяет высокий уровень их производства —порядка 500 тысяч тонн в год. 

Наибольшее количество производимых аминокислот (около 66 %) используется в 

сельском хозяйстве в качестве добавки к кормам. 

Кроме сельского хозяйства одним из главных потребителей аминокислот является 

пищевая промышленность — около 31%. Аминокислоты используются как обогатители 

пищевых растительных продуктов для повышения их питательной ценности, и также в 

качестве приправ, так как они обладают определенными вкусовыми свойствами и могут 

придавать продукту определенный аромат и вкус. 

Кроме того, аминокислоты используются при синтезе поверхностно-активных 

веществ и жиров, как добавки к некоторым топливам, в электрохимии, медицине, 

косметологии и в лабораторных исследованиях. 

В медицине используют аргинин. В сочетании с аспартатом и глутаматом он помогает 

при заболевании печени. Под действием аргинина повышается активность 

иммунологической системы у послеоперационных больных. К-Na-аспартат снимает 

усталость и назначается для облегчения боли в сердце, его рекомендуют при заболевании 

печени и диабете. Цистеин защищает SH-ферменты в печени и других тканях от окисления и 

оказывает детоксицирующее действие. Он проявляет также защитное действие от 

повреждений, вызываемых облучением. Триптофан — антидепрессант, его используют при 

лечении алкоголизма и бессонницы. Глицин является регулятором обмена веществ, 

нормализует процессы возбуждения и торможения в центральной нервной системе, обладает 

антистрессорным эффектом, повышает умственную работоспособность. 

Дегидроксифенилаланин и фенилаланин эффективны при болезни Паркинсона. Их аналог — 

5-гидрокси-L-триптофан используют как психотерапевтическое средство. Из 

полиаминокислот получают материал для хирургии и применяют его для замены 

человеческой кожи при лечении ожогов. 

В настоящее время существует 4 способа получения аминокислот: 

1. выделение из гидролизатов природного белоксодержащего сырья; 

2. химический синтез; 

3. микробиологический синтез; 

4. энзиматический синтез. 
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Первый способ в настоящее время почти не используется, поскольку имеет ряд 

недостатков: дефицит природного белкового сырья и трудоемкость процесса разделения 

смеси аминокислот. 

При химическом синтезе образуются в основном рацемические смеси L- и Д-форм 

аминокислот, которые сложно разделить на отдельные соединения. 

Микробиологический синтез лишен этого недостатка в связи с тем, что природные 

аминокислоты являются, как правило, оптически активными L-формами. 

Большую часть аминокислот получают микробиологическим синтезом с 

использованием высокопродуктивных штаммов микроорганизмов, полученных в результате 

селекционно-генетических исследований. Первое место по объему выпуска занимает 

глутаминовая кислота. 

Способность накапливать аминокислоты в культуральной среде обнаружена у многих 

микроорганизмов. Однако продуцентов, способных обеспечить экономически выгодный 

выход аминокислот не так много. Синтез аминокислот в клетке находится под генетическим 

контролем, и клетка синтезирует такое количество аминокислот, которое необходимо ей для 

удовлетворения собственных потребностей. Избыточное количество аминокислот отключает 

собственный синтез по принципу обратной связи, что по сути является ретроингибированием 

конечным продуктом. При этом ингибируется синтез начального фермента в 

метаболическом пути. 

Таким образом, чтобы обеспечить сверхсинтез аминокислот, необходимо нарушить 

регуляторные механизмы или обойти их. Легче всего это осуществить у тех 

микроорганизмов, регуляторные механизмы которых хорошо изучены. В промышленном 

производстве в качестве продуцентов аминокислот чаще всего используются различные 

штаммы бактерий рода Corynebacterium и Brevibacterium: дикие штаммы, регуляторные 

мутанты и ауксотрофные мутанты. 

Некоторые дикие штаммы не могут сами синтезировать определенные метаболиты и 

имеют низкую активность некоторых ферментов, что позволяет им синтезировать 

избыточное количество аминокислот. 

Если аминокислоты образуются как конечные продукты в неразветвленных путях, в 

качестве их продуцентов используются регуляторные мутанты. Регуляторные мутанты 

идентифицируют по их устойчивости к структурным аналогам аминокислоты после 

воздействия мутагена на микроорганизм-продуцент. Метод основан на регуляции ферментов 

по принципу обратной связи конечным продуктом биосинтетического пути. 

Например, аминокислота Д синтезируется в результате последовательного 

превращения метаболитов В и С: 
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Каждая реакция катализируется своим ферментом. Когда аминокислота Д накопится в 

клетке в избыточном количестве, она действует на регуляторный фермент и ингибирует его 

активность или репрессирует его синтез (в данном случае – фермента Еа). Метаболический 

путь выключается, и синтез аминокислоты прекращается. Когда содержание аминокислоты в 

клетке уменьшается, ингибирование или репрессия фермента Еа снимается и вновь 

начинается синтез аминокислоты Д. 

Если в питательную среду добавить аналог этой аминокислоты, то синтез самой 

аминокислоты прекращается. Но аналог не может включаться в состав белка, и рост 

нормальных клеток подавляется. Выжить в этих условиях могут только мутанты с 

нарушенной регуляцией активности или синтеза регуляторного фермента. У таких мутантов 

фермент Еа не ингибируется и не репрессируется конечным продуктом. В результате 

мутации подобного типа появляются сверхпродуценты, синтезирующие необходимую 

аминокислоту в аномально высоких концентрациях. Идентификацию и отбор регуляторных 

мутантов проводят рассевом на агаризованную среду, содержащую аналог аминокислоты. 

Если аминокислота образуется в разветвленном метаболическом пути (I) или является 

промежуточным метаболитом неразветвленного пути (II), для обеспечения их сверхсинтеза 

используются ауксотрофные мутанты:  

                                                         

I. Синтез аминокислоты D по II. Синтез аминокислоты D по 

разветвленному метаболическому неразветвленному метаболическому 

пути пути   

 

У ауксотрофных мутантов блокирована реакция превращения метаболита С в Е. В 

этом случае предшественник С направляется в сторону образования аминокислоты Д. 

Поскольку ауксотрофные мутанты не синтезируют продукт Е, его нужно добавлять в 

питательную среду в минимальном количестве во избежание ретроингибирования. 

Получают ауксотрофные мутанты с помощью мутагенов. После воздействия    

мутагена на клетку продуцента у полученных мутантов определяют потребность в 

А В С D 

Ea Eb Ec 

А В С 

D 

E 

А → В → С → D → E 
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питательных веществах и идентифицируют мутанты, нуждающиеся в веществе, синтез 

которого должен быть блокирован. Затем у ауксотрофных мутантов оценивают способность 

продуцировать желаемую аминокислоту, и наиболее продуктивный вариант используется в 

промышленном производстве. По этой схеме получен мутант C. glutamicum для получения 

лизина. 

Благодаря методам генетической инженерии производство аминокислот 

увеличивается за счет использования техники рекомбинантных ДНК. Так создан штамм 

Escherichia coli – продуцент треонина, который продуцировал в 10 раз больше 

аминокислоты, чем регуляторный мутант. Повышение продуктивности достигалось путем 

включения в клетку E.coli плазмиды с треониновым опероном. Из основной ДНК кишечной 

палочки выделили трониновые гены и размножили их на плазмидах, тем самым количество 

ферментов, синтезирующих треонин, увеличилось в клетке в десятки раз. 

С помощью рекомбинантных молекул в Японии получают треонин, аргинин и 

изолейцин. 

Использование генно-инженерных методов особенно важно для производства 

аминокислот, уровень синтеза которых не превышает 15-25 г/л. 

 

Синтез глутаминовой кислоты 

Синтез глутаминовой кислоты происходит в результате восстановительного 

аминирования α-кетоглутаровой кислоты, которая является метаболитом цикла 

трикарбоновых кислот. Реакция катализируется глутаматдегидрогеназой и требует 

присутствия НАДФ∙Н2 и ионов аммония: 

НООС - СН2 - СН2 - С - СООН + NH4
+ 

О НАДФ Н2    НАДФ

                    НООС - СН2 - СН2 - СН - СООН

NH2

 

       α-кетоглутаровая кислота                             глутаминовая кислота 

 

Продуцентом глутаминовой кислоты служит штамм бактерий рода Corynebacterium 

glutamicum, имеющий очень слабую активность  

α-кетоглутаратдегидрогеназы и требующий биотина. 

Сверхсинтез глутаминовой кислоты обеспечивается при следующих условиях: 

 отсутствие или дефект α-кетоглутаратдегидрогеназы, катализирующей превращение 

α-кетоглутарата в цикле трикарбоновых кислот в сукцинат; 

 высокая активность НАДФ-зависимой глутаматдегидрогеназы; 

 изменение проницаемости клетки, что способствует выходу глутаминовой кислоты, 

которая при этом не является ретроингибитором. 
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Проницаемость клетки продуцента регулируется ее потребностью в биотине. Биотин 

участвует в синтезе жирных кислот — компонентов фосфолипидов мембраны. При 

недостатке биотина в среде синтезируется дефектная мембрана, пропускающая через себя 

молекулы глутаминовой кислоты. Увеличение проницаемости для глутамата происходит 

только в одном направлении — из клетки. 

 

Разделение аминокислот методом хроматографии на бумаге 

При разделении и количественном определении аминокислот используют бумажную, 

тонкослойную хроматографию. Каждый метод имеет свои преимущества и недостатки и, как 

следствие, свою сферу применения. 

Бумажная хроматография — самый доступный метод, широко применяемый в 

лабораторной практике. Он не требует дефицитных реактивов и оборудования и удобен для 

количественного определения аминокислот. 

Разделение аминокислот методом распределительной хроматографии на бумаге 

основано на их различной растворимости в двух несмешивающихся жидкостях. Одной из 

жидкостей служит вода, другой — насыщенный водой органический растворитель. Водная 

фаза неподвижна, так как фиксирована на бумаге (специально изготовляемая 

хроматографическая фильтровальная бумага, будучи помещенной во влажную камеру, 

удерживает до 20÷22% воды). Подвижной фазой могут служить различные органические 

растворители, насыщенные водой, например, изопропиловый, изобутиловый или бутиловый 

спирты, фенол и др. 

Каплю смеси аминокислот наносят на полоску фильтровальной бумаги, конец 

которой опускают в подходящий органический растворитель. Растворитель поднимается по 
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полоске бумаги, растворяет нанесенные на бумагу аминокислоты и увлекает их за собой. 

Скорость перемещения аминокислот по бумаге зависит от степени их растворимости в 

подвижной и неподвижной фазах. Чем больше растворимость аминокислоты в водной фазе и 

чем меньше ее растворимость в неводной фазе, тем медленнее движется аминокислота по 

сравнению с фронтом органического растворителя. 

Положение отдельных аминокислот на фильтровальной бумаге обнаруживают при 

помощи цветной реакции с нингидрином. 

Идентификация аминокислот на хроматограммах проводится путем нанесения на ту 

же хроматограмму «свидетелей» - растворов отдельных аминокислот. Можно также 

идентифицировать аминокислоты по величине  Rf — отношению расстояния, пройденного 

аминокислотой от места нанесения (а), к расстоянию, пройденному фронтом растворителя от 

места нанесения аминокислоты (в):   Rf = 
в

а
.    Коэффициент Rf является величиной, 

характерной для каждой аминокислоты и постоянной при данных условиях опыта. 

 

Биотехнология витаминов. Хроматографический метод выделения и очистки витамина 

B12. 

 

Среди биологически активных веществ, необходимых для нормального развития 

живого организма, одно из первых мест занимают низкомолекулярные органические 

соединения — витамины. 

Важное значение витаминов объясняется тем, что они в качестве активных групп 

входят в состав каталитических центров ферментов, которые служат катализаторами многих 

обменных процессов. 

Например, в состав простетической группы кокарбоксилазы входит тиамин (B1), 

коэнзимом ряда окислительно-восстановительных ферментов является рибофлавин (B2), в 

реакциях переаминирования принимает участие пиридоксин (B6). 

Установлено, что организм человека и животных не способен к синтезу витаминов, 

тогда как растения при нормальных условиях развития  полностью обеспечивают себя всеми 

витаминами (кроме B12). Человек удовлетворяет потребности в витаминах за счет 

поступления их с пищей или за счет их синтеза микрофлорой желудочно-кишечного тракта 

(ЖКТ).  

Недостаток витаминов человек восполняет путем приема комплекса витаминов, 

которые выпускаются в различном сочетании. 



 60 

В мире существует 40 крупных промышленных производителей витаминов. Ведущее 

место среди них занимает швейцарский концерн Hoffman La Roche, выпускающий 50÷70% 

всех витаминов. 

Химический синтез в производстве большей части витаминов занимает ведущее 

положение. 

Вместе с тем некоторые из них получают путем микробного синтеза. 

Это — витамины B2 и B12. 

Кроме того, микробиологическим можно считать производство витамина D2 , который 

образуется из эргостерина при облучении УФ-светом кормовых дрожжей. 

Из перечисленных витаминов медицинское применение имеет лишь витамин B12 

(цианкобаламин), который в свободном состоянии и в составе коферментов обеспечивает 

кроветворную функцию организма, а именно созревание эритроцитов. Витамин B12 является 

эффективным противоанемическим препаратом. Его применяют для лечения 

злокачественного малокровия, железодефицитных анемий, также его назначают при лечении 

лучевой болезни, заболеваниях печени, болезни Дауна, детском церебральном параличе. 

Для медицинских целей субстанцию витамина B12 получают в виде кристаллического 

темно-красного порошка, содержащего не менее 99% основного вещества. 

Из этой субстанции готовят различные лекарственные формы, из которых наиболее 

широкое применение находит цианкобаламин в изотоническом растворе хлорида натрия для 

инъекций и таблетки, содержащие цианкобаламин и фолиевую кислоту. 

В природе витамин B12 синтезируют многие микроорганизмы. Это различные 

штаммы бактерий и актиномицетов. 

Наиболее активно продуцируют витамин B12 представители рода Propionibacterium, 

природные штаммы которого образуют 5÷8,5 мг/л цианкобаламина, а полученный 

искусственный мутант P. shermanii способен накапливать до 58 мг/л витамина B12. 

Витамин B12 — первое органометаллическое соединение, выделенное из 

биологической системы. Из органических соединений он имеет наиболее сложное строение. 

Его сложная формула (структура) была расшифрована в 1955 году. 

Молекула витамина B12 состоит из двух частей: 

– кобальтосодержащей (порфириноподобной); 

– нуклеотидной, содержащей 5,6-диметилбензимидазол. 
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Характерной особенностью кобальтосодержащей (порфириноподобной) части 

является наличие атома Co и цианогруппы (R=CN). 

Эта часть молекулы витамина B12 состоит также из четырех азотистых гетероциклов 

типа пиррола, к которым присоединены одинаковые заместители: амид уксусной и 

пропионовой кислот. 

Атом Co имеет два лиганда — верхний и нижний. Верхним лигандом является 

цианогруппа. 

Нижний лиганд кобальта представлен нуклеотидным ядром, состоящим из 

нуклеотидного основания  5,6-диметилбензимидазола (5,6-ДМБ), связанного с рибозой 

гликозидной связью. Нуклеотидное ядро соединяется с кобальтом через азот основания, а с 

корриновым кольцом через аминопропанольный мостик. 

Наряду с витамином B12 могут образовываться его производные. Они 

характеризуются тем, что в нуклеотидной части молекулы вместо 5,6-ДМБ содержится 

аденин или метиладенин или их производные. Они не обладают биологической 

активностью для человека и животных и, следовательно, являются псевдовитаминами. 
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Субстанция витамина B12 представляет собой игольчатые кристаллы темно-красного 

цвета, который обусловлен наличием в них кобальта. Витамин растворим в воде и полярных 

растворителях, нерастворим в бензоле, хлороформе, диэтиловом (наркозном) эфире, 

безводном ацетоне. 

Получение витамина B12 

Технология биосинтеза витамина B12 

Ранее, на некоторых производствах, витамин B12 получали путем культивирования 

Streptomyces aureofaciens одновременно с хлортетрациклином (ХТЦ), поскольку было 

установлено, что окончание биосинтеза антибиотика совпадает по времени со значительным 

содержанием витамина B12 в культуральной жидкости. 

Однако концентрация витамина B12 в культуральной жидкости была невысокой  

(10÷16 мг/л), продукт выделяли из маточника после фильтрации Ca-соли хлортетрациклина 

(ХТЦ), что требовало дополнительных стадий очистки растворов от примесей (были очень 

большие потери). 

Производство витамина B12 основано, главным образом, на культивировании 

пропионовокислых бактерий. 

У нас в стране в качестве продуцента витамина B12 используют Propionibacterium 

shermanii. Преимущество получения витамина B12 пропионовокислыми бактериями 

заключается в том, что они синтезируют исключительно истинный витамин B12 (до 58,0 

мг/л). 

В качестве источника углерода в составе питательной среды используют глюкозу. 

 Установлено, что концентрация глюкозы в процессе выращивания бактерий должна 

поддерживаться на уровне 1,0÷1,5%, что осуществляется путем постоянной подачи 

стерильного 40% раствора глюкозы на протяжении всего процесса ферментации. 

Важное значение имеет азотное питание. В качестве источника органического азота 

в состав среды вводят кукурузный экстракт в концентрации 2%. 

Также в состав среды вводят неорганический источник азота — (NH4)2SO4. 

Установлено, что ион аммония принимает участие в реакциях амидирования уксусной 

и пропионовой кислот. 

Существенное значение для синтеза витамина B12 имеет определенная концентрация в 

среде солей Co
2+

. 

Поэтому дополнительно в состав среды вводят хлористый кобальт — CoCl2. 

При этом необходимо учитывать, что соли кобальта относятся к довольно 

эффективным бактерицидным веществам. Поэтому концентрацию этой соли подбирают 

такую, чтобы она не тормозила рост продуцента, но стимулировала синтез витамина. 
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Эта величина составляет — 0,0005%. 

Для биосинтеза витамина B12 в состав питательной среды добавляют предшественник 

— 5,6-диметилбензимидазол (5,6-ДМБ), который входит в состав нуклеотидной части 

молекулы витамина. 

Наличие в среде этого соединения способствует направленному синтезу истинного 

витамина, понижая до минимума, или вовсе исключая наличие в микробной массе 

псевдоформ. 

Культура Propionibacterium shermanii в процессе ферментации образует аналоги 

витамина B12 — так называемый кофактор B — витамин без нуклеотидной части или 

псевдовитамин, где нуклеотидная часть представлена аденином. 

Все эти формы биологической активностью не обладают. 

Установлено, что лучшие результаты по накоплению истинного витамина B12 

наблюдали в том случае, если 5,6-ДМБ добавляли на 4 сутки ферментации, то есть за сутки 

до окончания процесса. За это время 5,6-ДМБ вытесняет все неактивные соединения, 

превращая псевдоформы в истинный витамин B12. 

Одной из существенных положительных сторон процесса ферментации витамина B12 

является отсутствие аэрации. 

Показано, что наибольшее количество витамина B12 образуется при культивировании 

бактерий в анаэробных условиях. 

В связи с этим первые 4 суток процесс ферментации ведут в строго анаэробных 

условиях, лишь перемешивая культуральную жидкость через каждые 12 часов (мешалку 

включают на 2÷3 минуты). 

На последние сутки процесс ферментации уже ведут в аэробных условиях, так как 

включение нуклеотидной части в молекулу витамина происходит уже в присутствии 

кислорода. 

Оптимальная температура для роста пропионовокислых бактерий и синтеза ими 

витамин B12 является 28÷30 °C. 

 

Технология выделения и очистки витамина B12 

Выделение витамина B12 из биомассы пропионовокислых бактерий ведется по 

следующей схеме: 

1) кислотный гидролиз биомассы (HCl, до рН= 4,3÷4,6); 

2) сорбция витамина из гидролизата на карбоксильном катионите   СГ-1 в 

динамических условиях (раствор подаётся сверху вниз) и десорбция раствором аммиака; 

3) адсорбция витамина на активированном угле (очистка от примесей); 
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4) цианирование (обработка цианистым натрием); 

5) десорбция витамина с активированного угля изопропиловым спиртом при 

температуре 80 °C и рН = 5,0÷6,0; 

6) упаривание изопропилового элюата (под вакуумом при температуре 70÷80 °C); 

7) получение резорцинового комплекса; 

8) разложение резорцинового комплекса горячей очищенной водой (при температуре 

80°C); 

9) кристаллизация и перекристаллизация витамина ацетоном; 

10) сушка кристаллов витамина. 

Выход продукта — 55% (с переработкой маточных растворов) от содержания его в 

биомассе. 

Данный способ выделения и очистки имеет ряд существенных недостатков: низкий 

выход конечного продукта, использование нерегенерируемого дорогостоящего сырья 

разового использования (активированный уголь, резорцин), большой расход органических 

растворителей, использование ручного труда при многократной загрузке и выгрузке 

активированного угля и т.д. 

На кафедре биотехнологии совместно с Курганским АО «Синтез» разработана и 

испытана в полупромышленных условиях новая технология выделения и очистки витамина 

B12, позволяющая увеличить выход конечного продукта более чем на 20% и улучшить 

качество препарата. Метод включает тонкую хроматографическую очистку витамина на 

минеральном молекулярном сорбенте типа «Силохром» или «Силикагель», с последующим 

концентрированием на органическом молекулярном сорбенте — «Полисорбе». 

Силикагель марки КСК — минеральный молекулярный сорбент, который в основном 

состоит из чистого SiO2. Особенностью поверхности этого сорбента является наличие на ней 

силанольных ≡SiO2 и силоксановых ≡Si–O–Si≡ групп. Эти группы являются основными 

адсорбционными центрами. Изоэлектрическая точка сорбента находится около pH = 1,5÷2. 

При pH > 2 поверхность сорбента заряжена положительно. 

Макропористый сорбент «Полисорб» представляет собой сополимер стирола и 

дивинилбензола. 

На указанных сорбентах процесс сорбции происходит за счет «малых» 

взаимодействий, которые проявляются на очень близком расстоянии (дисперсионные, Ван-

дер-Ваальсовые, водородные взаимодействия) или при непосредственном контакте с 

сорбентом (гидрофобные связи). 

Для проведения элютивной хроматографии в качестве сорбента используется 

силикагель КСК. 



 65 

Элютивная хроматография — это колоночный процесс, который осуществляется при 

введении в верхнюю часть колонки небольшого количества смеси веществ (неочищенный 

витамин B12), а затем проведении элюции с колонки сорбированных веществ инертным 

элюентом (в данном случае – очищенной водой). При этом сорбированные вещества выходят 

из колонки в порядке,  зависимом от величины силы их взаимодействия с сорбентом. 

Сила взаимодействия с сорбентом определяется коэффициентом распределения Кd. 

Он представляет собой отношение равновесной концентрации сорбируемого вещества в 

сорбенте и в растворе. Порядок выхода веществ определяется по выходной кривой сорбции 

зависимости концентрации определяемого вещества от количества пропущенного раствора. 

Степень очистки раствора витамина B12 определяют с помощью тонкослойной 

хроматографии. Тонкослойная хроматография является одним из тестов на качество 

готового продукта. 

Пробу исследуемого образца витамина наносят на пластину, покрытую тонким слоем 

силикагеля, и помещают ее в камеру, содержащую в качестве жидкой подвижной фазы 10% 

раствор ацетона. При этом компоненты образца перемещаются через слой сорбента с 

различными скоростями, зависящими от адсорбционных свойств компонентов смеси. 

Положение пятна разделяемого вещества описывается посредством измерения его fR . 

Расстояние, пройденное веществом от точки старта 

 fR = ——————————————————————— 

      Расстояние, пройденное подвижной фазой от точки старта 

 

Для цианкобаламина–стандарта на хроматограмме должно быть одно пятно красного 

цвета, примерно посередине пластинки. 

 

Молочнокислое брожение. Пробиотики и пребиотики. 

 

Микрофлора человека составляет основу его микроэкологии. Нормальную флору 

принято рассматривать как совокупность микробиоценозов различных частей тела, 

нонконтактирующих с внешней средой. 

К открытым полостям тела человека относят: носоглотку; верхние дыхательные пути; 

желудочно-кишечный тракт, урогенитальную сферу.  

Поверхность открытых слизистых полостей чрезвычайно развита и оценивается в 400 

м
2
 (для сравнения поверхность кожи — 1,8 м

2
). Поскольку мы живем в нестерильном мире, 

то совершенно очевидно, что поверхность этих полостей, покрытая слизистой оболочкой, 

представляет собой идеальную среду для жизнедеятельности микроорганизмов, образующих 



 66 

биопленку. Микробный пейзаж слизистой разнообразен и каждый участок слизистой 

поверхности имеет свой, характерный только для него, состав микрофлоры. 

Постепенно у взрослого человека в процессе жизни формируется и стабилизируется 

микрофлора различных участков слизистой, которая строго индивидуальна для каждого 

макроорганизма.  

Для здорового человека характерно состояние равновесия микроэкологии организма. 

Нарушение равновесия между отдельными видами микроорганизмов в местах их 

постоянного обитания за счет более интенсивного размножения или гибели какого-либо вида 

может повлечь нарушение гомеостаза с соответствующими последствиями патологического 

характера.  

Поверхность слизистых полостей чрезвычайно развита и самой большой является 

поверхность желудочно-кишечного тракта (ЖКТ).  

Микрофлора ЖКТ представлена большим разнообразием микроорганизмов.  

Ведущее место по своей численности среди других представителей бактериальной 

флоры занимают молочнокислые бактерии — лактобактерии и бифидобактерии.  

Микрофлора ЖКТ также представлена:  

– стафилококками; 

– стрептококками; 

– эшерихиями и бактероидами; 

– клостридиями; 

– дрожжеподобными грибами; 

– условно-патогенными энтеробактериями.  

 В организме человека проживает 10
14

÷10
16 

бактерий. Они составляют своеобразный 

экстракорпоральный (хорошо развитый, организованный) орган.  

 Этот орган, как и любой орган человека, имеет свои функции, критерии, показатели 

функционального состояния, т.е. показатели нормы и отклонения от нее.  

 

Функции нормальной микрофлоры кишечника 

 Нормальная микрофлора кишечника выполняет и регулирует многие функции 

организма, которые можно уподобить работе лаборатории, осуществляющей многие сотни 

биохимических процессов.  

1. В процессе жизнедеятельности микроорганизмы образуют органические кислоты 

(преимущественно молочная и уксусная), лизоцим и другие антибиотикоподобные 

вещества (бактериоцины), обуславливающие антагонистическую активность 
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бактерий, заселяющих ЖКТ по отношению к патогенной и гнилостной 

микрофлоре, т.е. защищает организм от некоторых инфекций.   

2. Важна ферментообразующая роль микрофлоры кишечника в процессах 

пищеварения.  Бактериальные протеазы гидролизуют белки до аминокислот и 

пептидов. Одним их свойств микрофлоры является метаболизм азот- и 

углеродсодержащих соединений за счет микробных ферментов. Она также 

участвует в деградации липидов и в их синтезе, принимает участие в 

рециркуляции желчных кислот.  

3. Лакто- и бифидобактерии, а также эшерихии выполняют витаминообразующую 

функцию (синтезируют витамины группы B, тиамин, биотин, витамин B12, 

фолиевую и никотиновую кислоты). Кроме того они способствуют синтезу 

незаменимых аминокислот.  

4. Нормофлора кишечника играет важную роль в формировании и функционировании 

иммунной системы. Бифидобактерии стимулируют синтез антител, лактобактерии 

повышают образование фагоцитов и лимфоцитов.  

5. Анаэробные бактерии вырабатывают биологически активные вещества (БАВ), 

такие как β-аланин, 5-аминовалериановая и γ-аминомасляная кислоты), влияющие 

на функции печени, сердечно-сосудистой системы, кроветворение и обменные 

процессы.  

6.  Как «естественный биосорбент» нормальная микрофлора  способна 

аккумулировать значительное количество различных токсических продуктов, 

включая металлы, фенолы, яды растительного и микробного происхождения, 

другие ксенобиотики.  

 

Таким образом эксперимент и клинические исследования однозначно 

свидетельствуют о том, что существует определенный симбиоз организма человека с 

различными микроорганизмами, который является древним эволюционным приобретением.  

Для здорового человека характерно состояние равновесия микроэкологии организма.  

В случае нарушения равновесия между отдельными видами микроорганизмов в местах 

их постоянного обитания за счет более интенсивного размножения  или гибели какого-либо 

вида может произойти нарушение гомеостаза с соответствующими последствиями 

патологического характера.  

Изменение качественного и количественного состава нормофлоры человека приводят 

к дисбиотическому состоянию или к дисбактериозу. 
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Установлено, что почти 90% населения нашей страны в той или иной мере страдает 

дисбактериозами, то есть микроэкологическими нарушениями.  

 

Причины возникновения дисбактериоза 

В последнее время резко возросло потребление антибиотиков, сульфаниламидов и 

других лекарственных препаратов. Это является одной из основных причин развития 

дисбактериоза. Антибиотикотерапия сопровождается дисбактериозом в 90% случаев и 

диареей в 30% случаев. Другой основной причиной развития дисбактериоза является стресс. 

Группу риска составляют люди, находящиеся в состоянии постоянного напряжения – 

летчики, моряки, бизнесмены, спортсмены, врачи-хирурги, журналисты, а также жители 

экологически неблагоприятных территорий и пожилые люди. 

К развитию дисбактериоза приводит также лучевая терапия, применение гормонов, 

химиотерапия, иммунодефицитные состояния, аллергия, воспалительные заболевания 

желудочно-кишечного тракта (энтериты,  колиты, гастриты и т.д.). Ухудшение 

экологической обстановки, низкое качество воды, неполноценное и несбалансированное 

питание также могут стать причиной дисбактериоза.  

В профилактике и лечении дисбактериозов показано применение биопрепаратов 

нормальной микрофлоры кишечника, то есть пробиотиков (или эубиотиков). 

Термин пробиотики впервые введен в научную литературу в 1965 году Lilly и Stillwell 

для обозначения соединений микробного происхождения, которые в отличие от 

антибиотиков не убивали, а стимулировали рост микроорганизмов.  

В историческом плане бактериальные препараты, содержащие жизнеспособные 

микроорганизмы в качестве терапевтического средства впервые были предложены 

основоположником отечественной микробиологии И.И. Мечниковым.  

И.И. Мечников, занимаясь проблемой старости у людей, считал, что молочная 

кислота и другие продукты обмена молочнокислых бактерий, содержащиеся в 

молочнокислых продуктах подавляют гнилостную микрофлору кишечника и тем самым 

предотвращают старение организма. (За комплекс этих работ он получил Нобелевскую 

премию в 1908 году).  

Во многих странах для лечебного питания используют различные молочнокислые 

продукты.  

Это кефир, ацидофилин, простокваша, ряженка, варенец, йогурты и многие другие. 

Достаточно сказать, что только в России производится до 30 видов разнообразных 

молочнокислых продуктов.  

Для их получения используют молочнокислые бактерии:  
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– Lactobacillus acidophilus (ацидофилин); 

– L. casei и Saccharomyces kefir (кефир).  

Микрофлора йогурта – смешанная, но в нем доминирует болгарская палочка (L. 

bulgaricus).  

Изготавливают молочнокислые продукты, добавляя в простерилизованное молоко 

(120 ºC — 15 мин) чистую посевную культуру, выдерживают в течение 24÷48 часов при 

температуре  24÷26 ºC (или 35÷37 ºC) до получения продукта требуемой кислотности. 

 Следует отметить, что молочнокислые продукты – это продукты диетического, 

профилактического питания.  

 Многочисленные опыты отечественных и зарубежных исследователей показали, что 

молочнокислые бактерии, введенные в организм с молочнокислыми продуктами, не 

обладают способностью приживаться в кишечнике и исчезают из него вскоре после того, 

как прекращается пребывание в нем, например, простокваши.  

 Идея И.И. Мечникова об использовании различных микроорганизмов для 

профилактики и терапии различных патологических состояний, связанных с нарушениями 

состава нормальной микрофлоры стала успешно развиваться специалистами многих стран 

мира.  

Начался поиск более эффективной штаммовой формулы препарата.  

Так еще в довоенной Германии стали выпускать высушенную взвесь кишечной 

палочки, в капсулах из желатина, препарат «Мутафлор». Этот препарат выпускается до 

настоящего времени.  

Во Франции было выпущено лекарство «Лиобифидис», содержащее высушенные 

культуры бифидобактерий. 

 В основном лечебные препараты пробиотики содержат различные штаммы кишечной 

палочки или бактерии молочнокислой группы. Чаще всего это:  Lactobacillus acidophilus, L. 

bulgaricum, L. plantarum, L. fermentum, Lactococcus lactis, Streptococcus termophilus и др.  

Широко известный всем препарат «Линекс»  содержит три вида молочнокислых 

бактерий – Lactobacillus bifidus, L. acidophilus, Streptococcus faecium. 

Вместе с тем поиск штаммов бактерий — основы препаратов — не ограничивается 

видами микроорганизмов, которые присутствуют в микробиоценозах человека.  

Так, во Франции был выпущен препарат «Бактисубтил» –—желатиновые капсулы с 

высушенной живой культурой Bac. subtilis.  

В России препарат такого действия выпускается под названием «Бактиспорин» и 

«Споробактерин».  
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Недавно фармацевтическим предприятием «Биолек» (Оренбург) выпущен живой 

бактериальный препарат нового поколения «Споробактерин жидкий», который 

представляет собой взвесь биомассы бацилл Bacillus subtilis 534. Бациллы выделяют 

высокоэффективное антибиотическое вещество белковой природы, обладающее широким 

спектром действия, подавляющее рост патогенных и условно-патогенных бактерий. 

Культура Bacillus subtilis 534 продуцирует биологические активные вещества, ферменты, 

набор аминокислот. Они улучшают пищеварение, обладают антиаллергическими 

свойствами, стимулируют защитные силы организма.  

В НИИОЧБ создан сухой бактериальный концентрат «Витафлор» (форма выпуска — 

лиофилизат во флаконах и в сублингвальных таблетках живых клеток симбиотической 

биокультуры Lactobacillus acidophillus). Витафлор принципиально отличается от известных 

пробиотиков на бактериальной основе. Обычно пробиотики имеют в качестве лекарственной 

субстанции либо один бактериальный штамм, либо механическую композицию нескольких 

штаммов. В отличие от известных препаратов, «Витафлор» сконструирован на основе 

симбиотической системы двух штаммов.  

Разработка бактериальных препаратов и их новых лекарственных форм продолжается 

и в настоящее время, несмотря на то, что рынок таких препаратов достаточно 

представителен.  

Начиная с 1960 года Россия производит:  

– колибактерин (штамм E. coli штамм M-17);  

– бифидобактерин (штаммы Bifidobacterium bifidum); 

– бификол (смесь E. coli и Bifidobacterium bifidum); 

– лактобактерин (штаммы Lactobacterium plantarum и L. fermentum).  

Перечислить все имеющиеся на фармацевтическом рынке препараты невозможно, так 

как номенклатура их постоянно увеличивается. Появляются новые лекарственные формы — 

в капсулах, свечах, жидком эмульсионном состоянии, в виде драже и т.д.  

Все пробиотики получают по схожим технологиям. Различия состоят лишь в виде 

используемого микроорганизма и составе питательной среды.  

Технологию получения пробиотиков рассмотрим на примере лактобактерина. 

 

Технология производства лактобактерина  

Для получения лактобактерина используют два штамма Lactobacillus fermentum и два 

штамма L. plantarum.  

По потребности в питательных веществах молочнокислые бактерии относятся к 

наиболее сложным микроорганизмам.  
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Из соединений углерода они могут использовать незначительное количество веществ, 

служащих бактериям источником питания и энергии. Это моно- и дисахариды, глюкоза или 

лактоза.  

Молчнокислые бактерии нуждаются в сложных органических соединениях азота. Они 

растут на средах с подобранными смесями аминокислот, ферментативными или кислотными 

гидролизатами белков печени, казеина и молока.   

Большинству бактерий необходимы цистеин, триптофан, реже – глутаминовая 

кислота.  

Также молочнокислые бактерии нуждаются в витаминах. Этим объясняется влияние 

на их рост добавок к средам растительных экстрактов, дрожжевого автолизата и других 

витаминосодержащих соединений.  

Для промышленного культивирования лактобацилл используют питательную среду 

МРС-1 (Мозера - Рогозы - Шарма -1) 

Она имеет следующий состав:  

1.  глюкоза; 

2.  гидролизат коровьего молока; 

3.  печеночный экстракт; 

4.  гидролизат казеина; 

5.  дрожжевой автолизат;  

6.  пептон; 

7.  цистеин; 

8.  MnSO4; 

9.  MgSO4;  

10.  KH2PO4; 

11.  Твин-80.  

 

Приготовление полупродуктов (гидролизата коровьего молока, печеночного 

экстракта, гидролизата казеина, дрожжевого автолизата) ведется по отработанным 

методикам, гарантирующим переход питательных веществ, содержащихся в сырье, в 

состояние наиболее доступное для потребления микроорганизмами.  

Все перечисленные компоненты смешивают в определенной последовательности и 

стерилизуют.  

Выращивание молочнокислых бактерий проводят в ферментаторе при температуре 

35÷37 °C в течение 8÷10 часов. Периодически через каждые 1,5÷2 часа культуральную 

жидкость перемешивают для равномерного распределения клеток в объеме среды.  
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Ферментацию проводят в анаэробных условиях, в аппарат подают азот для создания 

инертной атмосферы, необходимой для развития лактобактерий.   

Необходимым условием массового производства пробиотиков является сохранение их 

стабильности в течение длительного времени.  

Бактерийные препараты, содержащие живые микроорганизмы, относятся к наименее 

стойким, их активность снижается за счет гибели клеток. Микроорганизмы, имея низкий 

уровень биологической  организации, сохраняют жизнеспособность практически при 

полной потере воды, при этом в них обратимо замедляются или прекращаются обменные 

процессы.  

Для увеличения сроков жизнеспособности молочнокислых бактерий используют 

сублимационную (лиофильную) сушку, которая проводится в условиях низкой температуры 

и глубокого вакуума.  

К факторам, влияющим на выживаемость микроорганизмов в препаратах сухих 

пробиотиков при хранении, относят наличие защитных сред.  

В связи с этим микробная суспензия после стадии ферментации смешивается с 

защитной средой.  

В качестве защитных сред используют:  

– сахарозо-желатозную среду (сахароза − 5%, желатин 1÷1,5%); 

– обрат молока (5÷10%) 

– сахарозо-желатозно-молочную среду (сахароза − 5%, желатин пищевой − 3%, обрат 

молока − 5÷10%). 

Культуральная жидкость лактобактерий, смешанная с защитной средой, поступает на 

стадию розлива в ампулы или флаконы.  

 

Биохимические процессы, протекающие  

при культивировании молочнокислых бактерий 

 Молочнокислые бактерии делятся на две большие группы: гомоферментативные 

(лактобактерии) и гетероферментативные (бифидобактерии). 

 Гомоферментативные − в результате брожения образуют из глюкозы в основном 

молочную кислоту 

 

C6H12O6      →        Г - 6 - Ф       →          Ф - 1,6-дифосфат     →→→           

 

   ФЕП        →        ПВК             →          CH3CHOHCOOH 

                                                                                 молочная кислота  
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 У этих микроорганизмов расщепление глюкозы идет по  гликолитическому пути 

(ФДФ-пути) с образованием пирувата.  

Бактерии располагают для этого всеми необходимыми ферментами, включая 

альдолазу.  

 Затем благодаря наличию у них фермента лактатдегидрогеназы ПВК превращается в 

молочную кислоту.  

 У гетероферментативных молочнокислых бактерий отсутствуют основные 

ферменты ФДФ-пути (альдолаза и триозофосфатизомераза). 

 Начальное расщепление у них глюкозы происходит исключительно  по пентозо-

фосфатному пути (ПФ-пути), то есть через Г-6-Ф и рибулозо-5-фосфат, из которого в 

последующем синтезируется молочная кислота. Наряду с молочной кислотой образуется 

уксусная кислота и этанол.   

 

C6H12O6      →        Г - 6 - Ф        →           рибулозо - 5 - фосфат                

 

Ф - Глицериновый альдегид     →                       ПВК        →               

 

 →  CH3CHOHCOOH    +     CH3COOH     +      CH3CH2OH     +     CO2 

           молочная кислота           уксусная кислота                 этанол  

 

 Наряду с ними образуется глицерин, а также диацетил и ацетилметилкарбинол — 

ароматические вещества, придающие определенный аромат кисломолочным продуктам и 

сливочному маслу.  

Кроме пробиотиков выпускают и пребиотики. Это пищевые добавки, содержащие 

различные вещества или продукты жизнедеятельности микроорганизмов, селективно 

стимулирующие рост и размножение собственной микрофлоры кишечника. 

Чаще всего это ди- или олигосахариды – например, лактулоза —синтетический 

дисахарид или фруктозилолигосахарид. Эти вещества не разрушаются в организме человека, 

имеют сладкий вкус, безвредны.  

Например, пребиотик «ЖКТ-транзит», выпускаемый фармацевтической компанией 

«Эвалар» в виде саше, содержит олигофруктозиды, инулин, арабингалактан. Пребиотик 

«Хелак-форте» представляет собой концентрат метаболитов нескольких микроорганизмов. 

В последнее время стали выпускать и препараты – синбиотики.  

Это комплекс пробиотиков с пребиотическими веществами с целью создания новых 

биологически активных препаратов, в которых живые микроорганизмы  сочетаются с 
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субстратами, стимулирующими их рост. В составе таких препаратов пребиотик должен, не 

включаясь в метаболизм микроорганизмов, служить стартовым компонентом роста 

пробиотика.  

 

 

Иммуномедицинские препараты. 

Технология получения иммуноглобулинов. 

 

В настоящее время все шире находят применение в медицинской практике иммунные препараты. К их 

числу относятся иммуномодуляторы, то есть вещества, предназначенные для целенаправленного 

вмешательства в работу иммунной системы человека. Индивидуальные вещества или средства, 

применяемые в качестве иммуномодуляторов, соответственно подразделяют на 

иммуностимуляторы (активизируют иммунную систему) и иммуносупрессоры (частично угнетают 

работу иммунной системы). 

Иммуностимуляторы повышают устойчивость организма к инфекционным заболеваниям, активизируют 

иммунитет у онкологических больных. Разделяют природные и синтетические иммуностимуляторы. 

К природным относят иммуноглобулин-, препараты зобной железы крупного рогатого скота 

(тактивин, тималин, тимопоэтин и др.), интерфероны, продигиозан, и т.д. 

Общие сведения о гамма-глобулинах 

Кровь состоит из жидкой части — плазмы и форменных элементов: эритроцитов, лейкоцитов, 

тромбоцитов. Плазма крови, лишенная белка фибриногена и форменных элементов, называется 

сывороткой крови. Известно около 100 белковых компонентов плазмы. Условно их можно разделить 

на 3 группы: 

- альбумины; 

- глобулины; 

- фибриноген. 

Белки плазмы, которые остаются после удаления фибриногена, называются сывороточными белками. 

Глобулины сыворотки крови делятся на 3 фракции: α-, β-, γ-глобулины. Каждая фракция, в свою очередь, 

делится на подфракции. Разделение основано на их различной электрофоретической подвижности. 

Содержание белковых фракций в сыворотке крови человека: 

 альбумины — 55,2 %; 

 α-глобулин — 5,3 %; 

 β-глобулин — 8,7 %; 

 γ-глобулин — 30,0 %. 



 75 

Гамма-глобулин (γ-глобулин) — белковая фракция сыворотки крови, выполняющая функцию защитных 

антител в организме. Она обладает наименьшей электрофоретической подвижностью. Впервые эту 

фракцию выделил из сыворотки крови А. Тезелиус в 1937 г. 

Гамма-глобулины не являются однородным сывороточным белком. Из белковых фракций сыворотки 

крови гамма-глобулиновая является самой неоднородной — имеется более 16 подфракций. Однако 

все подфракции гамма-глобулина очень близки по физико-химическим свойствам и 

электрофоретической подвижности. 

Гамма-глобулин относится к глобулярным белкам, форма которых приближается к сферической или 

палочковидной. Глобулиновые белки растворимы в воде и солевых растворах. Макромолекулы 

гамма-глобулинов достаточно гибкие, их характеристическая вязкость и оптическая активность в 

значительной степени зависят от рН среды. Оптимум устойчивости гамма-глобулинов в растворах 

находится при значениях рН близких к 7,0. Гамма-глобулины устойчивы в течение нескольких часов 

при 50 ºС, причем устойчивость их возрастает при добавлении различных веществ, из которых 

наиболее эффективными являются сахара (лактоза) и аминокислоты.  

Гамма-глобулины содержат небольшое количество связанных углеводов (галактозы и маннозы), что дает 

основание отнести их к гликопротеидам. 

Антитела — это белки, сходные с иммуноглобулинами по химической структуре и антигенной 

специфичности, поэтому антитела принято называть иммуноглобулинами. 

Иммуноглобулины присутствуют в сыворотке крови, лимфатических узлах, селезенке, спинномозговой 

жидкости и т. д. 

Иммуноглобулины — белки высокой реактивности. Они легко вступают в соединения с различными 

веществами и являются распределителями и переносчиками различных веществ для их 

обезвреживания и утилизации. 

Известно 5 классов иммуноглобулинов: 

 Ig G — доминируют в сыворотке крови; 

 Ig M — находят в сыворотке крови, характеризуются в 6 раз большим 

молекулярным весом, чем Ig G, быстрее передвигаются и содержат около 

10% углеводов; 

 Ig A — сывороточные и секреторные, молекулярный вес такой же, как у Ig 

G; 

 Ig D — мало изучен, найден у людей, больных красной волчанкой и 

ревматизмом; 

 Ig Е — обнаруживается при аллергиях. 

Иммуноглобулины класса G являются важнейшими факторами гуморального иммунитета. Это 

плазменные белки с уникальной полифункциональной структурой. 
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Препараты иммуноглобулинов представляют собой концентраты антител, защитное действие которых 

основано на их специфичности и разнообразии. В состав препаратов входит широкий спектр 

антител против бактерий, вирусов, грибков и простейших. Действие антител на различные группы 

возбудителей имеет некоторые особенности. Антибактериальная защита осуществляется через 

нейтрализацию токсинов и опсонизацию микроорганизмов (опсонизация — способность облегчать 

лейкоцитам поглощение бактерий). Антитела участвуют в создании условий для лизиса клеточной 

стенки бактерий и последующего их фагоцитоза. 

При вирусной инфекции механизм действия антител достаточно разнообразен. 

Антитела могут ингибировать проникновение вируса в клетку, блокировать распространение 

вирусов, участвовать в их разрушении, индуцировать клеточную цитотоксичность и 

способствовать гибели зараженных клеток. 

Специфические антитела, присутствующие в иммунопрепарате в достаточном 

количестве и введенные больному, эффективно защищают организм от простейших. 

Механизмами действия в этих случаях  служат опсонизация и фагоцитоз, а также 

комплементзависимый лизис. 

Лечебное действие иммуноглобулинов не ограничивается участием в связывании и 

выведении бактериальных, вирусных и других антигенов. Эффект от введения больших доз 

иммуноглобулинов при аутоиммунных заболеваниях реализуется через нейтрализацию 

механизмов аутоиммунного процесса. 

Препараты иммуноглобулинов выпускаются в виде 10% или 16% растворов белка для 

внутримышечного и внутривенного введения. 

Иммуноглобулины для внутримышечного введения выпускаются двух видов:  

1) Иммуноглобулин человека нормальный (гамма-глобулин), который содержит 

усредненный уровень различных антител. Он применяется при ряде бактериальных и 

некоторых вирусных инфекциях. 

2) Иммуноглобулины специфические (гипериммунные), количество отдельных видов 

антител, в которых в 5 и более раз выше, чем в иммуноглобулине человека нормальном. 

Специфические иммуноглобулины назначают для профилактики и лечения только одного 

заболевания. 

Особое место среди препаратов иммуноглобулинов занимает иммуноглобулин для 

внутривенного введения. Препарат имеет значительные преимущества перед 

внутримышечным, так как молекулярный состав позволяет вводить его в организм в 

больших объемах с немедленным поступлением в кровь. В месте введения отсутствует 

локальный протеолиз. Иммуноглобулин для внутривенного введения показан во всех 

случаях, когда организм не имеет достаточного количества антител. Это прежде всего 
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касается больных, которые не обладают естественным иммунитетом к моменту контакта с 

возбудителем инфекции. 

Данный препарат является аналогом выпускаемых зарубежными фирмами 

препаратов: гаммавенина (Германия), веноглобулина (Франция), эндобулина (Австрия). 

Сырьем для получения иммуноглобулинов является плазма донорской, плацентарной 

и абортной крови человека. Препарат изготавливают из смеси большого числа сывороток 

крови взрослых людей, ранее болевших, например, гриппом, корью и другими 

инфекционными заболеваниями, или получавших вакцины в качестве профилактических 

средств. Поэтому так называемый нормальный иммуноглобулин (IgG) может содержать 

иммуноглобулины против возбудителей дифтерии, кори, оспы и других заболеваний. Каждая 

партия препарата готовится из вирусологически безопасной плазмы, полученной не менее 

чем от 2000 доноров. 

Специфические гипериммуноглобулины изготавливают из плазмы крови специально 

иммунизированных людей, например, против бешенства, клещевого энцефалита, 

стафилококковых инфекций, столбняка и др. 

 

Теоретические основы метода выделения иммуноглобулинов 

Установление связи антител с гамма-глобулиновой фракцией сыворотки крови 

послужило стимулом для разработки методов ее выделения. К настоящему времени известно 

большое количество различных методов фракционирования сывороточных белков — 

химических, физико-химических. физических. 

К химическим и физико-химическим методам относятся: 

 высаливание нейтральными солями (сернокислым аммонием, сернокислым натрием, 

хлористым натрием и др.); 

  зоэлектрическое осаждение; 

 разведение с изменением ионной силы раствора; 

 фракционирование при помощи органических осадителей (этиловый и метиловый 

спирт, ацетон, эфир); 

 осаждение при помощи катионов (неорганических металлов); 

 осаждение при помощи анионов; 

 применение ионообменных смол. 

К физическим методам относятся: 

 ультрафильтрация через полупроницаемые мембраны; 

 ультрацентрифугирование; 

 электрофоретическое разделение. 
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Существует также ряд комбинированных методов получения иммуноглобулиновых 

препаратов. 

Согласно рекомендациям экспертов ВОЗ для приготовления иммуноглобулинов из 

плазмы крови человека можно использовать физические и химические методы разделения 

белков, если они позволяют получать безопасные и эффективные препараты с хорошим 

выходом продукта. Применяемые методы не должны вызывать денатурации белков. Этим 

требованиям удовлетворяет несколько методов: фракционирование с помощью 

полиэтиленгликоля, обработка гидролитическими ферментами (пепсином), химическими 

реагентами, использование ионообменной хроматографии. 

Для фракционирования плазмы крови в производственных масштабах используются 

методы осаждения белков органическими растворителями. Фракционирование с помощью 

этилового спирта для промышленного разделения белков плазмы крови человека впервые 

предложил в 1944 году американский профессор Э.Дж. Кон. В дальнейшем метод Кона был 

неоднократно модифицирован и рационализирован. 

Сохранение нативности белка при спиртовом осаждении требует проведения всех 

стадий процесса только при отрицательных температурах. 

На процесс фракционирования белков сыворотки крови влияют следующие основные 

факторы: концентрация белка, диэлектрическая постоянная раствора, концентрация этанола, 

изоэлектрическая точка, рН, ионная сила раствора, температура. При определенных 

значениях всех этих факторов создаются условия для избирательного осаждения 

фибриногена, альбумина, -, -, -глобулинов, тромбина и других белковых фракций.  

Механизм осаждения белков из растворов с помощью этанола можно изложить 

следующим образом.  

Белковая молекула в растворе находится в непрерывном движении, но не образует 

агрегатов и не выпадает в осадок, так как несет на себе электрический заряд и окружена 

водной оболочкой. Чтобы осадить белок из раствора, необходимо разрядить белковую 

молекулу и освободить ее от водной оболочки. Прибавлением к раствору белка любого 

вещества, влияющего на заряд или гидратную оболочку глобулы, можно осадить или 

стабилизировать белковую систему. 

Заряд молекулы можно изменить добавлением растворов кислоты или щелочи, а 

также добавлением солей, ионы которых адсорбируются на поверхности белковой глобулы. 

Ионы солей перераспределяют ионную силу раствора и, заряженные противоположно 

глобуле, уменьшают ее суммарный заряд, причем действие многовалентных ионов активнее 

одновалентных. Кислоты, щелочи и соли могут привести белковую глобулу к 

изоэлектрическому состоянию, но не способны полностью создать условий, необходимых 
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для осаждения, так как не влияют на водную оболочку белковой молекулы, препятствующую 

агрегации.  

Ряд органических неэлектролитов (спирт, ацетон, эфир) способны присоединять к 

своим молекулам молекулу воды, отнимая ее у гидратированной глобулы, то есть могут 

снять последний фактор стабилизации белковой молекулы. Кроме того, сами неэлектролиты 

обладают низкой диэлектрической постоянной, и их прибавление к любому раствору 

снижает диэлектрическую постоянную последнего. Заряд глобулы тем больше, чем больше 

диэлектрическая постоянная. Значит, неэлектролиты не только дегидратируют молекулы 

белка, но и уменьшают его заряд. Любое полярное вещество (например, гликокол), при 

добавлении к раствору белка повышает его диэлектрическую постоянную, а, следовательно, 

и заряд глобулы, тем самым увеличивая стабильность белкового раствора. 

Определенное значение имеет также и температура среды, в которой созданы условия 

для разделения белковых компонентов. Белковые частицы могут находиться в растворенном 

состоянии при положительных температурах даже в условиях, близких к изоэлектрической 

точке. Снижение же температуры до отрицательных значений сопровождается изменением 

агрегатного состояния и переходом белка в нерастворимое состояние – выпадением в осадок. 

Это связано с замедлением движения белковых молекул при низкой температуре, 

усиливающей действие преципитирующих факторов. 
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