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Аннотация. Исследована активность биокатализаторов на основе фермента глюкооксидазы, 
иммобилизованной на Al2O3 и SiO2. Использование таких биокатализаторов является перспектив-
ным направлением биотехнологического производства пищевых добавок и лекарственных средств в 
соответствии со стандартом Good Manufacturing Practice (GMP). Предлагаемый биокаталитический 
способ получения глюконовой кислоты характеризуется высокой эффективностью (85%), а полу-
ченный биокатализатор стабилен в течение 10 рабочих циклов.
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Abstract. The activity of the biocatalysts based on glucose oxidase enzyme immobilized on Al2O3 and 
SiO2 was studied. The use of such biocatalysts is a promising direction of biotechnological production of 
food supplements and medicines in accordance with Good Manufacturing Practice (GMP) standards. The 
proposed biocatalytic process of gluconic acid production is characterized by high efficiency (85%), and the 
obtained biocatalyst  is stable for in 10 cycles.
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В основе современных методов получения 
ряда биологически активных соединений лежат 
реакции окисления моносахаридов. Так, напри-
мер, окислением D-глюкозы получают глюконо-
вую кислоту.  

Глюконовая кислота относится к группе аль-
доновых кислот и используется: фармацевтиче-
ской, пищевой промышленностью. В пищевой 
промышленности глюконовая кислота зареги-
стрирована в качестве пищевой добавки E574, как 
регулятор кислотности продуктов и разрыхли-
тель. Кроме того, она является подкислителем, 
комплексообразователем, усиливает действие 
антиоксидантов. Глюконовая кислота успешно 
применяется в фармацевтической промышлен-
ности с целью синтеза таких важных препаратов, 
как глюконаты натрия, кальция, железа, а также 
глюконо-d-лактона.

Глюконовая кислота – это пентаоксигексано-
вая кислота, образующая при окислении альдегид-
ной группы D-глюкозы. Схема окисления глюко-
зы в глюконовую кислоту представлена на рис. 1.

Рис. 1. Схема окисления D-глюкозы до глюко-
новой кислоты

Известно химическое окисление моносаха-
ридов с использованием различных окисляющих 
агентов, содержащих такие ионы-окислители, как 
Cu2+, O2

2-, Cl5+, Cl+, Br+, J7+, N5+, Mn7+, Cr6+, а также 
молекулярный Br2 [1-4]. В целом химическое окис-
ление моносахаридов, в том числе D-глюкозы, 
имеет следующие особенности:
•	 селективность процесса и выходы целевого 

продукта в большинстве случаев невелики, 
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из-за образования побочных продуктов;
•	 всегда требуется специальное аппаратурное 

оформление из антикоррозийных инертных 
материалов;

•	 использование большого количества окисли-
телей неблагоприятно воздействует на окру-
жающую среду.

По сравнению с химическим окислением, 
электрохимический способ окисления D-глюкозы 
является более перспективным. Наибольшее при-
менение для этой цели нашли электроды на осно-
ве чистых или модифицированных металлов, та-
ких, как Ru, Au, Pt и Ni. Селективность процесса 
электрохимического окисления определяется при-
ложенным потенциалом, природой электродов и 
модифицирующих добавок. Необходимо подчер-
кнуть, что металлы Pt-группы, использующиеся 
в качестве электродов, одновременно являются 
и катализаторами процесса электрохимического 
окисления [5-7]. Таким образом, электрохими-
ческое окисление моносахаридов в большинстве 
случаев следует рассматривать как электроката-
литическое. Однако, для селективного ведения 
процесса требуется специальное аппаратурное 
оформление (вращающийcя анод, электроды по-
крытые металлосодержащими полимерами и т.д.). 
Во избежание протекания побочных реакций на 
электродах предъявляются высокие требования к 
чистоте реактивов и сырья [1].

Гетерогенно-каталитический метод окисления 
моносахаридов является достаточно перспектив-
ным по сравнению с остальными [9]. Каталити-
ческому окислению D-глюкозы с использованием 
моно- и биметаллических катализаторов на осно-
ве Pt, Pd, Bi, Au, Rh, Tl, Sn, Co посвящено значи-
тельное количество работ [10-18]. Единственное, 
что требует этот метод, - это создание активных, 
стабильных и селективных каталитических си-
стем. 

Наиболее мягко и с высокой селективностью 
моносахариды могут быть окислены микробио-
логическим путем. Для этих целей используют-
ся различные штаммы микроорганизмов (на-
пример, Gluconobacter spp., Aspergillius niger, 
Tricholoma robustum и Tricholoma bakamatsutake, 
Gluconobacter oxydans, Zymomonas mobilis, Peni-
cillium variabile, Acetobacter methanolicus, Aceto-
bacter diazotrophicus и Acetobacter suboxydans) и 
выделенные из них ферменты [20-24]. В настоя-
щее время активно исследуют способы фермен-
тативного получения глюконовой кислоты. Один 
из методов основан на ферментативном окисле-

нии глюкозы в присутствии глюкооксидазы при 
температуре 25-35°С и рН 5.0-7.5 с постоянным 
поддержанием концентрации D-глюкозы 40-60%. 
Выход глюконовой кислоты по отношению к ис-
ходной концентрации глюкозы составляет 95% 
[25,26]. Недостатком данного способа является 
высокая стоимость фермента глюкооксидазы.

Глюкозооксидаза (КФ1.1.3.4) димерный бе-
лок, который содержит в качестве кофактора 
флавинадениндинуклеотид(ФАД), распростра-
нённый компонент окислительно-восстанови-
тельных реакций. Фермент обычно проявляет 
максимальную активность при рН (4-6) и темпе-
ратуре 30-50°С [27,28]. Глюкооксидаза чувстви-
тельна к тепловым воздействиям, кроме того не-
возможно фермент использовать многократно 
из-за трудностей в отделении от реагентов и про-
дуктов реакции [29]. Несмотря на 100%-ную се-
лективность, недостатком микробиологического 
способа окисления является большая продолжи-
тельность ведения процесса и чувствительность 
микроорганизмов и ферментов к изменению 
факторов окружающей среды, что приводит к их 
инактивации [1].

Стремление к сочетанию достоинств и ис-
ключению недостатков традиционных каталити-
ческих методов привело к созданию иммобилизо-
ванных ферментативных каталитических систем. 
На основании анализа литературных источников 
были получены данные об иммобилизации глю-
кооксидазы и применении иммобилизованных 
ферментов в пищевой и фармацевтической инду-
стрии (таблице 1) [30-34] .

Целью работы является получение биокатали-
заторов, на основе глюкооксидазы иммобилизо-
ванной на неорганических носителях и проведе-
ние тестирований полученных биокатализаторов 
в окислении D-глюкозы до D-глюконовой кисло-
ты.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
В настоящей работе для иммобилизации глю-

кооксидазы (Е) в качестве неорганических но-
сителей использовались Al2O3 и SiO2: образцы 
массой 1 г были прокалены при 300ºС в течение 
3 часов, затем проводили модификацию и активи-
рование их поверхности. Для этого к 10 мл поли-
стиролсульфокислоты (PSS) (0.1 г/л) добавляли 1г 
Al2O3 или SiO2, перемешивали в течение 60 минут, 
затем модифицированный носитель промывали 
дистиллированной водой до рН=7 и высушивали 
в вакууме при 60 ºС в течение 24 часов. Далее про-
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Таблица 1
Способы иммобилизации глюкооксидазы

Носитель Фермент и его колли-
чество

Иммобилизация
ПрименениеСшиваю-

щий агент
Модифицирую-

щий агент

Q-сефароза и DEAE 
сефароза, сульфат 
аммония альгинат 

натрия,  окисью эти-
лена на стеклянной 

дроби

внеклеточная  часть 
глюкооксидазы и вну-

триклеточная часть 50 г 
-

полиамид 
акриловая 

кислота, гель-
фильтрация

Очищенный фермент был иммоби-
лизирован ковалентным методом и 
методом гель захвата. Ковалентная 
иммобилизация оказалась менее 
эффективная для окисления глюко-
зы, по сравнению с методом гель 
захвата [30].

Осмий, углеродные 
нанотрубки

глюкозооксидаза (от 
Aspergillus niger) пред-
ставляет собой димер-

ный фермент, состоящий 
из 2 частиц равных с 

молекулярной массой 80 
кДа из каждого.

глутаровый 
диальдегид

полиакриловая 
кислота

Результаты, окисления глюкозы 
показывают перспективы для раз-
вития ферментативных топливных 
элементов [31].

Осмий, углеродные 
нанотрубки

глюкозооксидаза (ЕС 
1.1.3.4., средняя актив-

ность 240 1/мг))
-

карбоксиме-
тилцеллюлоза  

декстран (CMD) 
полимеры по-
лиакриловая 

кислота

Этот метод иммобилизации показы-
вает перспективы для применения в 
качестве окислителей глюкозы для 
биосенсоров, а также в качестве 
анодов для топливных элементов 
ферментативных [32].

Железо

каталаза (ЕС 1.11.1.6, 
номер продукта C1345, 

деятельность 2860 U 
mg белка-1) (GOD, ЕС 

1.1.3.4, номер продукта 
G7016, деятельность 
154 U mg-белок-1) из 

Aspergillus niger; 

-
2,2-азино-бис 
(3-этилбензо-
тиазолин-6-

сульфоновая) 
кислота (ABTS)

Используется для прогнозирования 
благоприятных условий работы для 
сложной би-ферментативной систе-
мы [33].

Кальций карбонатные 
сферолиты

глюкозооксидаза (GOx, 
Type VII from Aspergillus 

niger) (EC 1.1.3.4) -

4–12%-м поли-
акриламидный 

гель 

Эти исследования важны при  поис-
ке путей увеличения стабильности 
и чувствительности фермента, при-
меняемого в биосенсорах [34].

Золотые и серебря-
ные нанотрубки

глюкозооксидаза 
(Penicillium adametzi)

полиакрил-
амидный гель

В данных исследованиях показана 
перспективность использования 
глюкозооксидазного наноконъюгата 
в качестве компонента биорецеп-
торного элемента глюкозного био-
сенсора [35].

Золотые нанонноси-
тели

смесь 10 мкл 10%-го 
раствора глюкооксидазы 
в 30 мМ калий-фосфат-

ном буфере (рН 6)

глутаровый 
диальдегид

Разработана технология создания 
макета наноэлектронного биосен-
сора [36].

Платиновый электрод
раствор глюкозооксида-
зы в концентрации 10 

нг/мл

полианилин-по-
ливинилсуль-

фонат

Позволяет увеличить выход целево-
го продукта в результате сложных 
многостадийных биохимических 
превращений исходного субстрата 
[37].

водилась обработка образцов раствором хитозана 
(chit) (0.1 г/л) в 0.01 М уксусной кислоте, с по-
мощью перемешивания в течении 60 мин с после-
дующим фильтрованием, отмывкой дистиллиро-
ванной водой и высушиванием в вакууме при 60 
ºС. Затем полученные образцы массой 1 г переме-
шивали с 50 мл раствора глутарового диальдегида 

(glut) в течение 60 минут с концентрацией 0.1 г/л 
[38]. 

Применение глутарового диальдегида основа-
но на образовании в слабощелочной среде азоме-
тиновой связи (-СН=N-) в реакции диальдегида с 
аминогруппами белковой части фермента и хито-
зана, присоединенного по донорно-акцепторному 
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механизму к поверхности катионита. Подготов-
ленный таким образом носитель обрабатывался 
10мл раствора фермента (Е) (0.015 г/л) в течение 
60 минут. Полученный образец биокатализатора 
фильтровали, промывали и высушивали при 25 ºС 
под вакуумом. 

Таким образом, были синтезированы следую-
щие образцы биокатализаторов: SiO2/PSS/chit/glut 
/Е и Al2O3/PSS/ chit/glut /Е. Схема полученных об-
разцов биокатализаторов представлена на рисун-
ке 2 (а).

Кроме глутарового диальдегида в качестве 
сшивающего агента, использовался карбоди-
имид (carb) с концентрацией 0.1 г/л (рис. 2 б). 
Биокатализаторы готовились в той же последо-
вательности, что и при применении глутарового 
диальдегида, были синтезированы следующие 
биокатализаторы: SiO2/PSS/chit/carb/Е и Al2O3/
PSS/chit/carb/Е.

Процесс окисления D-глюкозы проводился 
при атмосферном давлении. Стеклянный реактор 
термостатировали до температуры 40 oС и через 
штуцер загружали 12 мл раствора D-глюкозы 4%, 
затем добавляли биокатализатор m=0.025 г. В 
процессе синтеза эквимолярное количество под-
щелачивающего агента NаНСО3 приливали через 
штуцер по 0.5 мл через каждые 10 мин в течение 
одного часа. Температуру реакционной смеси 
поддерживали подачей теплоносителя в рубашку 
реактора из термостата. Скорость подачи кисло-
рода составляла 440-450 мл/мин. Устанавливали 
перемешивание реакционной массы подключени-
ем магнитной мешалки со скоростью вращения 
800 об/мин. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Для определения наиболее активного образ-

ца были проведены эксперименты по сравни-
тельной оценке активности фермента от способа 
приготовления биокатализатора. Активность био-

катализаторов оценивалась по содержанию глю-
коновой кислоты (масс.%) в реакционной смеси 
по окончанию процесса. Результаты сравнения 
активности полученных биокатализаторов по со-
держанию глюконовой кислоты представлены в 
виде диаграммы (рис.3).

Рис. 2. Схема полученных образцов биокатализаторов c использованием сшивающих агентов: 
а) глутарового диальдегида б) карбодиимида

Рис. 3. Сравнение активности биокатализато-
ров по содержанию глюконовой кислоты. Обозна-
чения: 1,4 – нативный фермент, 2- SiO2/PSS/chit/
glut /Е ,3-Al2O3/PSS/ chit/glut, 5-SiO2/PSS/chit/car-
b/Е, 6- Al2O3/PSS/chit/carb/Е.

В процессе окисления D-глюкозы получили 
следующие результаты по выходу глюконовой 
кислоты: 70% - при использовании Al2O3/PSS/
chit/glut/Е; 85% - при использовании SiO2/PSS/
chit/glut/Е; 64% - при использовании Al2O3/
PSS/chit/carb/Е; 78% - при использовании SiO2/
PSS/chit/carb/Е. По полученным результатам, 
представленным на рис.3 можно сделать вы-
вод, что наиболее эффективным носителем яв-
ляется оксид кремния, а в качестве сшивающе-
го агента оптимальным является глутаровый 
альдегид. 

Для оценки стабильности синтезированных 
биокатализаторов были выполнены 10 последова-
тельных экспериментов окисления D-глюкозы до 
D-глюконовой кислоты. Полученные результаты 
представлены на рис.4.
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Рис. 4. Определение стабильности биоката-
лизаторов: ряд 1 – Al2O3/PSS/ chit/glut/Е, ряд 2 – 
SiO2/PSS/chit/glut /Е

Полученные данные указывают на то, что наи-
более активным и стабильным биокатализатором 
является глюкооксидаза, иммобилизованная на 
SiO2 с помощью глутарового диальдегида в каче-
стве сшивающего агента.

Таким образом, предлагаемый способ окис-
ления D-глюкозы до D-глюконовой кислоты в 
присутствии биокатализатора – глюкооксидазы, 
иммобилизованной на неорганические носители, 
можно рассматривать как альтернативу существу-
ющим способам получения глюконовой кислоты 
и может отвечать ужесточающимся правилам и 
нормам GMP по содержанию вредных токсичных 
примесей в фармпродукте. 

Коллектив авторов благодарит Министерство 
образования и науки РФ (Проект № 14.586.21.0024) 
за финансовую поддержку исследований.
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