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Актуальность проблемы
Перспективы развития биотехнологии в значительной мере определя-

ются уровнем развития ферментативного катализа, Во всем мире Эта область

интенсивно развивается, как в направлении создания новых ферментных

препаратов, их модификации, иммобилизации, так и расширения областей

технологического применения ферментов, в том числе И замены химических
катализаторов. Преимущества ферментативного катализа не оспоримы и за
рубежом продукцию, которую получают с использованием ферментов, часто
называют «зеленой» продукцией, т.к. в ней практически отсутствуют побоч-
ные продукты, что определяет высокий спрос на нее.

Объектом исследованиёбвтёнастояшей работе является фермент глюко-
зооксидаза, который широко используется в пищевой промышленности и как
аналитическое средство в клинической химии. Автор решает проблему по-
вышения стабильности глюкозооксидазы иммобилизацией на неорганиче-
ских носителях, в том числе и с использованием магнитных наночастиц
(МНЧ), что позволяет получить магнитоотделяемые биокатализаторы.
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Решение проблем повышения стабильности иактивности ферментных

препаратов, получениеновых типов гетерогенных биокатализаторов, в том
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ЧИСЗТС
МЗГНИТООТДСЛЯЭМЫХ, ЯВЛЯЭТСЯ актуальной ПРОбЛСМОЙ бИОТЭХНОЛОГИИ.



Научная новизна и практическая значимость работы
Создан новый тип гетерогенных каталитических систем глюкозоокси-

дазы, иммобилизованной ковалентными связями с модифицированными на-
ночастицами магнетита, которые являются магнитоотделяемыми носителями
и придают биокаталитической системе уникальные свойства за счет большой

поверхности МНЧ. Такие биокаталитические системы позволяют варьиро-
вать каталитические свойства этих систем, используя различные носители и

модификаторы.

Проведено сравнение свойств глюкозооксидазы, иммобилизованной на
неорганических носителях различной природы и выявлена корреляция струк-
туры синтезированных биокатализаторов и их эффективности в реакции
окисления Д-глюкозы.

Процесс окисления Д-глюкозы до Д-глюконовой кислоты имеет боль-
шое промышленное значение. Разработанные автором неорганические носи-
тели для иммобилизации глюкозооксидазы показали высокую активность и
стабильность и могут быть использованы при создании промышленных био-

катализаторов. Предложенные автором магнитоотделяемые биокатализаторы

позволяют осуществить его магнитное осаждение из реакционного раствора
без применения сложной и, таким образом, исключить из
процесса стадию очистки продукта от катализатора, что, безусловно, очень
важно при промышленной реализации ферментативного окисления Д-

глюкозы до Д-глюконовой кислоты, поскольку повышает технологический

уровень и экологичность процесса.
Таким образом, полученные в ходе диссертационного исследования

данные имеют высокую теоретическую и практическую значимость, по-
скольку дают направление

для создания новых типов магнитоотделяемых
биокатализаторов глюкозооксидазы, позволяют оптимизирдовать подбор не-

органических носителей, повышая технологический уровень ферментативно-
го окисления Д-глюкозы до Д-глюконовой кислоты, снижая

акономические
и

ЭКОЛОГИЧЕСКИЕ ПОТЗрИ.



слойная Кремниевая оболочка сначала $1(ОН)4‚ затем поверхность модифи-цируется МН2-группами под воздействием 3-аминопропилтриэтоксисилана.
Затем, после осушки образца присоединяется глутаровый альдегид и, нако-
нец, далее буферный раствор глюкозооксидазы. Получается четырехслойная
«тттуба», снаружи которой находится фермент. Всего было синтезировано 8
образцов таких магнитоотделяемых катализаторов. Биокатализаторы на тра-
диционных носителях А12О3 и 8102 модифицировались аминопроизводным
силаном и глутаровым альдегидом.

Методом просвечивающей Электронной микроскопии (ПЭМ) и скани-
рующей электронной микроскопии (СЭМ) исследованы структуры, морфоло-
гия и размеры МНЧ.

Исследование магнитных свойств исходных носителей и полученных
образцов биокатализаторов на их основе показало, что независимо от способа
получения наночастицы Ре3О4 обладают суперпарамагнитными свойствами.
Модификация носителя и пришивка глюкозооксидазы не оказывает влияния
на магнитные свойства материала. Таким образом, в работе предложен син-
тез магнитоотделяемых катализаторов, которые можно отделять из реакци-
онной среды в магнитном поле. Это очень важное с химической точки зрения
достижение в работе, котороеаётпйряет каталитические возможности полу-
ченных биокатализаторов, облегчает технологический процесс катализа и
перспективно в плане расширения этих синтезов для других катализаторов.

Далее исследовались иммобилизованные биокатализаторы глюкозоок-
сидазы в реакциях окисления глюкозы до глюконовой кислоты. Определены
оптимальные условия процессов. Процесс протекает в две» стадии. На первой
стадии глюкозооксидаза‚ являясь аэробной дегидрогеназой‚ катализирует де-
гидрирование субстрата образует глюколактон и перекись водорода. На
второй стадии глюколактон гидролизуется с образованиемАглюконовойкис-
лоты. Вторая стадия может происходить химическим гидролизом

или с уча-
ь
7стием фермента глюконолактоназы.



ных иммобилизованных биокатализаторов показывает, что последние обла-
дают более высокой термической стабильностью, что позволяет сохранятьпервоначальную активность биокатализатора в течение нескольких цикловсинтеза. Эффективность биокатализаторов, полученных на основе МНЧ по-лиольным способом, по выходу глюконовой кислоты близка к нативномуферменту. Эффективность биокатализаторов на носителях А12О3 и 5102 не-сколько ниже. Автор объясняет этот факт присутствием в МНЧ иона-окислителя [РеГЁ что может ускорять протекание стадии гидролиза глюко-
лактона. Выяснено, что в зависимости от природы, структуры, размера ча-стиц, их поверхности и способа модификации синтезированные биокатализа-
торы проявляют различную каталитическую эффективность в реакции окис-ЛЭНИЯ ГЛЮКОЗЫ ДО ГЛЮКОНОВОЙ КИСЛОТЫ.

Замечания по диссертации
1. В работе отсутствует четкая характеристика конкретного исходного

нативного фермента. Известно, что в промышленных глюкозооксидазах
обычно присутствуют другие ферменты — глюконолактоназа, которая катали-

тзирует стадию гидролиза глюкоЁа Ёбгна,
и каталаза, которая разлагает пере-кись водорода. Стандартная реакция, катализируемая тремя ферментами,

приводит к образованию из глюкозы глюконовой кислоты. Автор почему-то
не рассматривает эту возможность. А

2. Повышение эффективности биокатализаторов на МНЧ автор обьяс-
няет присутствием в них иона [Ре]3+, что облегчает протекание стадии

А

2
(схема стр 141). Это обьяснение уязвимо, так как известно, что лимитирую-щей является концентрациякислорода в газовой фазе ( стадия 3 этой схемы)Автор показал, что связывание фермента происходиткакна поверхно-
сти, так и в порах носителей, имеющих различные размеры и распределение,
то есть это сложная , многофакторная зависимость и , в настоящее время не
представляется возможным дать четкое обьяснение этому факту.



3. Использование при хроматографировании в качестве элюэнта рас-
твора серной кислоты исключает возможность обнаружения промежуточных
продуктов синтеза и это не доказывает высокую субстратную специфичность
глюкозооксидазы.

Заключение по Диссертации
Диссертационная работа Голиковой Екатерины Павловны содержит

теоретически и практически значимые результаты по синтезу новых типов
гетерогенных каталитических систем на основе глюкозооксидазы, иммоби-
лизованной на неорганических носителях, в том числе, наночастицах магне-
тита, создавая тем самым магнитоотделяемые катализаторы.

Полученные теоретические и экспериментальные данные имеют науч-
ную новизну и практическую значимость, что подтверждается большим чис-
лом публикаций, включенные в международные базы данных Зсориз и ШеЬ
оГ Зсйепсе (5 статей) и рекомендованных перечнем ВАК Минобрнауки РФ.

Основные результаты работы представлены в 8 статьях и международ-
ных практических конференциях.

Автореферат отражает основное содержание диссертации.
По актуальности, научной новизне и практической значимости работа‚д, _ .‚`5 ч, д3.1"?соответствует требованиям-Оп.97<`Положенияо порядке присуждения научных

степеней» (Постановление Правительства Российской Федерации 24 сентяб-
ря 2013 года ЪГ9842), предъявляемым к диссертациям на соискание ученой
стегтени кандидата наук. Диссертация отвечает паспорту специальности
03.01.06 Биотехнология (в том числе бионанотехнологии) по п.7 «Разработка
новых технологических процессов на основе микробиологического синтеза,
биотрансформации, биокатализа, иммуносорбции, биодеструкции, биоокис-
ления и создание систем биокомпостирования различных отходов (сточных
вод, газовых выбросов и др.), создание замкнутых технологических схем
МИКРООИОЛОГИЧССКОГО

производства, ПОСЛЭДНИЭ С УЧЕТОМ ВОПРОСОВ ПО охране
окружающей среды».



На основании изложенного считаю, что диссертационная работа Голи-
ковой Екатерины Павловны полностью отвечает требованиям ВАК, предъяв-
ляемым к кандидатским диссертациям, а ее автор заслуживает присуждения
ученой степени кандидата химических наук по специальности 03.01.06 Био-
технология (в том числе бионанотехнологии).
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