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В качестве комплексообразователя для биотехнологии циклодекстринов предло-

жен изопропанол. Показано, что данный сольвент обладает универсальным сродством по 

отношению к альфа- (α-), бета- (β-) и гамма- (γ-) гомологам циклодекстринов, что приво-

дит к увеличению выходов в равной степени всех циклических форм. Исследуемый ком-

плексант проявил положительный и независимый от специфичности циклизующих фер-

ментов эффект в процессе трансформации крахмала. Выбор основного фермента цикло-

декстринглюканотрансферазы бактерии Paenibacillus ehimensis IB-739 связан с его кине-

тической особенностью образовывать гомологи циклодекстринов, имея стабильное и не-

зависимое от концентрации субстрата соотношение α:β:γ (32,7:50,3:17,0%) на выходе 

конверсионного процесса. Полученная с участием данного фермента смесь циклодекстри-

нов, состоящая из трех форм, особенно востребована в процессах, где требуется полу-

чить комплекс с веществами, состав которых не является гомогенным. Синергетический 

эффект сольвента (5 %об.) и фермента циклодекстринглюканотрансферазы бактерии 

P. еhimensis IB-739 обеспечивал трансформацию 10%-ного картофельного крахмала с вы-

ходом циклодекстринов до 77%. Комплексант имеет ряд технических, экономических и 

экологических преимуществ. Во-первых, низкая токсичность, позволяющая избежать 

сложностей дальнейшей глубокой очистки циклодекстринов от следовых количеств рас-

творителя (не более 1-3 промилле). Во-вторых, хорошая растворимость в воде, снижаю-

щая энергозатраты на перемешивание реакционной среды. В-третьих, присутствие изо-

пропанола в реакционной смеси смягчает требования к асептике процесса. В-четвертых, 

невысокая стоимость и доступность комплексанта, производство в РФ которого превы-

шает 30 тыс. т/г. В-пятых, температура кипения азеотропной смеси изопропанол: вода 

составляет 80,4 °С, что обуславливает достаточно низкие затраты на регенерацию соль-

вента. 
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Isopropanol has been proposed as a complexing agent for the biotechnology of cyclodex-

trins. It has been shown that this solvent has a universal affinity for the alpha- (α-), beta- (β-) and 

gamma- (γ-) homologues of CD, which leads to an increase in the yields of all cyclic forms equally. 
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The investigated complexant showed a positive effect independent of the specificity of cyclizing 

enzymes in the process of starch transformation. The choice of the main enzyme (CGTase) of the 

bacterium Paenibacillus ehimensis IB-739 is associated with its kinetic characteristic to form CD 

homologues, having a stable α:β:γ ratio independent of the substrate concentration (32.7:50.3: 

17.0%) at the exit of the conversion process. The mixture of cyclodextrins obtained with the partic-

ipation of this enzyme, consisting of three forms, is especially in demand in processes where it is 

required to obtain a complex with substances whose composition is not homogeneous. The syner-

gistic effect of the solvent (5%vol.) and the enzyme CGTase of the bacterium P. ehimensis IB-739 

ensured the transformation of 10% potato starch with a CD yield of up to 77%. The complexing 

agent has a number of technical, economic and environmental advantages. Firstly, low toxicity, 

which makes it possible to avoid the difficulties of further deep purification of CD from trace 

amounts of solvent (no more than 1-3 ppm). Secondly, good solubility in water, which reduces 

energy consumption for stirring the reaction medium. Third, the presence of isopropanol in the 

reaction mixture softens the requirements for aseptic process. Fourth, the low cost and the availa-

bility of the complexant, the production of which in Russia exceeds 30 thousand tons per year. 

Fifth, the boiling point of the isopropanol: water azeotropic mixture is 80.4 °C, which leads to a 

fairly low cost of solvent regeneration. 

Key words: cyclodextrin, cyclodextringlucanotransferase, complexing agent, solvent, isopropyl alco-

hol, isopropanol 
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ВВЕДЕНИЕ 

Циклодекстрины (ЦД) – это циклические 

олигосахариды, получаемые ферментативным пу-

тем из крахмала. Наиболее известны α-, β- и γ-ЦД, 

состоящие соответственно из 6, 7 и 8 остатков D-

глюкопиранозы, связанных α-1,4-гликозидными 

связями. Молекулы ЦД имеют гидрофильную 

внешнюю поверхность и сквозную гидрофобную 

полость. Гидрофильная поверхность обусловли-

вает хорошую растворимость циклических олигос-

ахаридов в воде, а полость является своеобразной 

ловушкой неполярных субстанций [1-3]. Способ-

ность ЦД образовывать комплексы включения с 

различными неорганическими, органическими со-

единениями и биологически активными веще-

ствами позволяет увеличивать их растворимость в 

водных средах, устойчивость к окислению и гид-

ролизу, позволяет создавать пролонгированные 

формы лекарственных препаратов, обеспечивать 

более длительный срок их хранения и т.д. [4-8]. 

ЦД являются типично биотехнологической 

продукцией. Их получение включает в себя этап 

культивирования микроорганизмов, продуцирую-

щих циклодекстринглюканотрансферазу (ЦГТазу), 

стадию частичной или полной очистки этого фер-

мента, энзиматической трансформации крахмала, 

очистки и выделения индивидуальных продуктов – 

ЦД. Ферментативная обработка крахмала осу-

ществляется микробными ферментами класса цик-

лодекстринглюканотрансфераз (ЦГТаз, КФ 2.4.1.19). 

В ходе реакции в конверсионной смеси накаплива-

ются ЦД, ингибирующие рабочий фермент и 

уменьшающие степень конверсии таким образом, 

что даже в лучших технологических решениях био-

синтез β-ЦД (основного коммерческого продукта в 

ряду ЦД) малоэффективен и его выход не превы-

шает 20-30% от взятого субстрата (крахмала) [9]. 

Для увеличения степени конверсии крахмала в ре-

акционную смесь вводят комплексообразователи 

(сольвенты, растворители, комплексанты), реаги-

рующие с ЦД с образованием нерастворимых кла-

тратных комплексов в виде кристаллического 

осадка. Равновесие реакции от присутствия ком-

плексообразователя сдвигается в сторону увеличе-

ния выхода ЦД. Сольвент является специфичным, 

если после его введения возрастает выход лишь од-

ной формы из трех. К известным специфичным 

сольвентам относятся толуол, широко используе-
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мый в технологии бета-ЦД; деканол-1 и циклогек-

садецен-8-ен-1-ол, способствующий накоплению α- 

и γ- гомологов ЦД соответственно [10-13]. В то же 

время существуют комплексообразователи, не об-

разующие нерастворимых комплексов с ЦД, а 

лишь динамически взаимодействующие с гидро-

фобными участками поверхности снаружи их мо-

лекул. К таким сольвентам относят метиловый, 

этиловый и изопропиловый спирты, ацетон и неко-

торые другие [3].  

Ограниченная растворимость β-ЦД  

 (1,85 г/100 мл при 25 °С) способствовала созданию 

химических модификаций ЦД. Наиболее удачным 

можно считать синтез гидроксипропилированных 

производных (ГП-β-ЦД), имеющих различную сте-

пень замещения. В присутствии ГП-β-ЦД улучша-

ется биодоступность и повышается водораствори-

мость многих лекарственных соединений, что яв-

ляется перспективным для его использования в 

фармацевтике [1, 14, 15].  

Для нужд пищевой, фармацевтической про-

мышленности и сельскохозяйственной отрасли 

возникает необходимость получить комплексы ЦД 

с веществами, состав которых не является гомоген-

ным. Это могут быть вытяжки или экстракты рас-

тений, ароматические вещества природного проис-

хождения и др. В этом случае использование инди-

видуальных ЦД не обеспечивает полноту включе-

ния всех компонентов системы и, тем самым, огра-

ничивает потенциальные возможности получения 

комплексов. Таким образом, задача поиска новых 

эффективных, малотоксичных и недорогих соль-

вентов, позволяющих с высоким выходом осуще-

ствить конверсию крахмала одновременно в смесь 

трех гомологов ЦД, и на сегодняшний день оста-

ется актуальной. 

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА 

Для получения ЦД использовали ЦГТазы 

бактерий, P. еhimensis IB-739, P. illinoisensis IB-

1087, P. macerans IB-I4 из коллекции микроорга-

низмов Уфимского Института биологии УФИЦ 

РАН. Для продуцентов ЦГТаз проведена таксоно-

мическая идентификация методом анализа гена 

16S рРНК, прочитанные последовательности депо-

нированы в Генбанке (NCBI) под номерами 

FN582329.1, FN422001.1 и AM406669.1 соответственно. 

Наработку ЦГТазы исследуемых культур 

осуществляли в 250 мл качалочных колбах, содер-

жащих 60 мл среды, при скорости 250 об/мин и 

температуре 40 °С в течение 68-72 ч на шейкере-

инкубаторе Innova 40R («New Brunswick Scientific», 

USA), на среде, содержащей (% масс.): крахмал 

картофельный – 1,0; пептон – 0,4; дрожжевой экс-

тракт – 0,5; КH2PO4 – 0,1; Na2HPO4 – 0,1; CaCO3 – 

0,5; при стартовых рН 7,4-7,6. 

Культуральную жидкость (КЖ) освобож-

дали от клеток центрифугированием и сгущали на 

волоконном ультрафильтре ВПУ-50 с пределом от-

сечения 50 кДа, далее концентрат подвергали лио-

фильной сушке в аппарате «ИНЕЙ-6» (Россия). 

ЦГТазную активность измеряли спектро-

фотометрическим методом и выполняли в стеклян-

ных кюветах с длиной оптического пути 1 см на 

приборе СФ-56 («ЛОМО», Россия) с системой ин-

терфейса на базе персонального компьютера при 

ширине щели монохроматора 1 нм. Повторность 

единичных измерений пятикратная, с последую-

щим усреднением результата. За 1 единицу актив-

ности ЦГТазы принимали количество фермента, 

катализировавшего образование 1 мкМ β-ЦД из 

2%-ного раствора картофельного крахмала (рН 5,9) 

в течение 1 мин при 40 °С [16]. 

Трансформацию крахмала в ЦД осуществ-

ляли в 180 мл герметичных стеклянных реакторах 

с рубашкой термостатирования и магнитным 

устройством перемешивания. Коэффициент запол-

нения биореактора составляет 0,45-0,6. Клейстери-

зованный картофельный крахмал необходимой 

концентрации (10-20% по АСВ) вносили в реактор 

весовым методом, затем в реакционную смесь до-

бавляли препарат ЦГТазы из расчета 12 ед/г АСВ 

субстрата, перемешивали в течение 6 ч, после чего 

вносили необходимое количество комплексообра-

зующего сольвента. Реакцию трансформации про-

водили при температуре 50-55 °С в течение 68-72 ч. 

Для удаления основной массы растворителя перед 

ВЭЖХ анализом пробы упаривали в открытом ста-

кане на 50%. 

Количественное определение ЦД в продук-

тах конверсии осуществляли методом ВЭЖХ при 

помощи прибора ГПЦ (Чехия), на колонке Separon 

SGX-NH2 (150×3,3мм×7мкм). Перед измерением, 

исследуемые пробы разбавляли ацетонитрилом 1:1 

по объему, осадок удаляли центрифугированием. 

Подачу элюента (ацетонитрил : вода 63:37 по объ-

ему) осуществляли с помощью насоса высокого 

давления НРР-5001 со скоростью 0,7 мл/мин. В ка-

честве детектора использовали проточный рефрак-

тометр RIDK-102. Сигнал детектора регистриро-

вали аналого-цифровым преобразователем ADC 

7710, обработку хроматограмм осуществляли в 

программе «Мультихром 1.70». 

Остаточные растворители в продуктах кон-

версии определяли при помощи ГЖХ на хромато-

графе Кристалл 5000.1 в капиллярной кварцевой 
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колонке Rtx®-1 PONA 100м×0,25мм×0,5 мкм, с ис-

пользованием гелия в качестве газа носителя и пла-

менно-ионизационного детектора. Порцию конвер-

сионной смеси (30 г) помещали в открытый 75 мл 

стакан, затем упаривали жидкость на 50% по массе, 

используя магнитную мешалку с подогревом при 

100 об/мин. Порцию 100 мкл реакционного рас-

твора переносили в 20 мл мерную колбу, добавляли 

100 мг хлорида кальция и 3000 ед. бактериальной 

α-амилазы (для гидролиза ЦД), разбавляли ди-

стиллированной водой до необходимого объема и 

подвергали 6 ч инкубации при 50 °С в закрытой 

колбе. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Источниками редкого (уникального) фер-

мента ЦГТазы почти всегда служат аэробные споро-

образующие бактерии родов Bacillus и Paenibacillus. 

ЦГТазы из известных бактериальных источников 

катализируют трансформацию крахмала одновре-

менно в смесь гомологов ЦД. В зависимости от 

того, какой продукт доминирует в продуктах кон-

версии, различают α-, β- и γ-ЦГТазы, кинетические 

параметры которых в свою очередь зависят от ге-

нетически-видовых особенностей штамма-проду-

цента [17]. Таким образом, бактериальный источ-

ник ЦГТазы является ключевым фактором для по-

лучения разных типов ЦД, наряду с такими пара-

метрами как тип используемого субстрата, темпера-

тура и рН реакции конверсии [18, 19]. 

В качестве продуцента, секретирующего 

ЦГТазу широкой специфичности, т.е. катализирую-

щего одновременное образование α-, β- и γ-ЦД, в ра-

боте использован штамм циклодекстриногенных 

бактерий P. ehimensis IB-739. Данный фермент от-

личается от ЦГТаз продуцентов других видов и 

родов достаточно стабильным соотношением инди-

видуальных форм ЦД при различных соотношениях 

фермент/субстрат (α:β:γ = 32,7:50,3:17,0%), и по всей 

вероятности эта уникальная кинетическая особен-

ность присуща именно ЦГТазам вида Paenibacillus 

ehimensis [20] (Табл. 1). Суммарный выход ЦД по-

сле «чистой» (без сольвента) конверсии крахмала с 

участием этого фермента не превышает 50%. Это 

связано с тем, что ЦД, накапливаясь в реакторе, ин-

гибируют прямое ферментативное действие 

ЦГТазы, в результате чего большая часть исход-

ного субстрата остается нетрансформированной. 
 

Таблица 

Результаты конверсии 10%-ного (АСВ) картофельного крахмала различными типами ЦГТаз из Paenibacil-

lus в присутствии изопропанола 

Table. Results of conversion of 10% (ADW) potato starch by different types of CGTases from Paenibacillus in the 

presence of isopropanol 

Источник ЦГТазы (соотноше-

ние α-: β-: γ-ЦД, %) 

Концентрация изопро-

панола, % об. 

Общий выход 

ЦД, % масс. 

Выход ЦД (α-: β-: γ-) по отноше-

нию к АСВ субстрату, % масс. 

Paenibacillus 

ehimensis IB-739 

(32,7: 50,3: 17,0) 

5% 77 22,8 : 42,4 : 11,7 

контроль 45 14,7 : 22,6 : 7,65 

Paenibacillus illinoisensis IB-

1087 

(17,8: 70,1: 12,1) 

5 72 11,0 : 52,7 : 8,2 

контроль 48 8,7 : 33,6 : 5,2 

Paenibacillus 

macerans IB-I4 

(37,6: 52,4: 10,0) 

5 68 21,1 : 39,4 : 7,5 

контроль 46 17,2 : 24,1 : 4,6 

 

Для снятия ингибирующего действия ЦД 

на ЦГТазу в процессе ферментативной конверсии 

в реакционную смесь дополнительно вносят ком-

плексообразователь, взаимодействующий с цикли-

ческими олигосахаридами [11, 21]. Циклические 

продукты, накапливающиеся в процессе фермен-

тативной реакции, реагируют с введенным ком-

плексообразователем. При этом концентрация 

ЦД в реакционной смеси на протяжении всей ре-

акции остается низкой, а степень трансформации 

крахмала в циклические продукты существенно 

возрастает. 

Определяющим фактором при выборе ком-

плексообразователя являлось отсутствие специ-

фичности по отношению к гомологам ЦД, что вы-

ражалось в возрастании выходов всех циклических 

форм. В то же время, учитывались такие характе-

ристики сольвента, как токсичность, во избежание 

дальнейшей сложности глубокой очистки ЦД от 

следовых количеств растворителей, доступность и 

его невысокая стоимость. 

В качестве альтернативы подходу, основан-

ному на использовании токсичных и высококипя-

щих комплексообразователей, предложены орга-
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нические соединения, относящиеся к группе хими-

ческих ингредиентов, официально разрешенных к 

применению в пищевой промышленности. В част-

ности, для увеличения выхода ЦД предложено ис-

пользовать этиловый, изопропиловый и другие 

спирты. Отличительной особенностью низших 

алифатических спиртов является то, что они в не-

ограниченных пропорциях растворимы в воде и не 

образуют нерастворимых кристаллических ком-

плексов с ЦД. Молекулы спиртов лишь динамиче-

ски взаимодействуют с гидрофобными участками 

поверхности молекул ЦД. После введения в реак-

ционную смесь этанола или изопропанола между 

поверхностью молекул ЦД и спиртов формиру-

ются нестойкие сольватные агрегаты, которые без 

особых проблем разрушаются при нагревании. 

Формирование надмолекулярных сольватных ком-

плексов до некоторой степени затрудняет повтор-

ное связывание циклических олигосахаридов с ак-

тивным центром ЦГТазы, ингибирует реакцию 

раскрытия кольца или их трансформации в другие 

гомологи, в результате чего выход суммы ЦД воз-

растает [22]. 

В качестве комплексообразователя был ис-

пользован изопропиловый спирт. В таблице приве-

дены данные по конверсии 10%-ного картофель-

ного крахмала α-специфичной P. macerans IB-I4, β-

специфичной P. illinoisensis IB-1087 и ЦГТазой 

широкой специфичности P. ehimensis IB-739 в при-

сутствии изопропанола (5% об.). Показано, что ис-

пользование изопропилового спирта приводит к 

увеличению общего выхода ЦД, при этом сольвент 

способствуют образованию одновременно трех го-

мологов ЦД, практически не сдвигая равновесного 

соотношения, заложенного на генетически-видо-

вом уровне. 

По данным других исследователей, присут-

ствие 20% изопропанола при конверсии 2%-ного 

растворимого крахмала β-специфичной ЦГТазой 

Paenibacillus sp. A11 и α-специфичной P. macerans 

ЦГТазой также приводило к увеличению выхода 

всех трех гомологов ЦД, не вызывая смещения рав-

новесия между ЦД [23]. 

Для увеличения выхода ЦД была проведена 

ферментативная конверсия 10%-ного картофель-

ного крахмала ЦГТазой P. ehimensis IB-739 в при-

сутствии изопропилового спирта различной кон-

центрации (от 5 до 10% об.) (рисунок). 

Добавление изопропилового спирта в коли-

честве 5% об. от объема реакционной смеси обес-

печивало выход ЦД до 77%, тогда как безсольвент-

ная конверсия крахмала не превышала 45%. Даль-

нейшее увеличение концентрации изопропанола, 

приводило к плавному (постепенному) снижению 

общего выхода ЦД, но даже присутствие 10% об. 

сольвента способствовало росту общего выхода 

циклических продуктов на 24%. 
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Рис. Образование ЦД из 10%-ного картофельного крахмала 

ЦГТазой P. ehimensis IB-739 в присутствии различных кон-

центраций изопропанола: I – контрольный образец без добав-

ления сольвента; II – 5%об.; III – 7,5%об.; IV – 10%об. Вы-

хода α-ЦД (1,5,9,13) обозначены белым цветом, β-ЦД 

(2,6,10,14) – свето-серым, γ-ЦД (3,7,11,15) – черным, суммар-

ный выход ЦД (4,8,12,16) – белым с рисунком 

Fig. Formation of CD from 10% potato starch by CGTase P. 

ehimensis IB-739 in the presence of various concentrations 

of isopropanol: I – control sample without addition of sol-

vent; II – 5%vol.; III – 7.5%vol.; IV – 10%vol. Yields of α-CD 

(1,5,9,13) are designated in white, β-CD (2,6,10,14) – light gray, 

γ-CD (3,7,11,15) – black, total CD yield (4,8,12,16) – white 

with pattern 

 

Универсальность изопропанола в качестве 

сольвента проявляется не только в отношении раз-

личной специфичности циклизующих ферментов, 

но и в отношении концентрации и типа субстрата. 

Так, группой исследователей Liссо и др. проведена 

конверсия 15%-ного мальтодекстрина с α-специ-

фичной ЦГТазой P. macerans с участием изопропа-

нола (0,5-3% об.) [24]. Присутствие изопропанола 

увеличивало общий выход ЦД в 2 раза, при этом 

соотношение α-, β-, γ-ЦД не изменялось и количе-

ство всех ЦД увеличивалось в 1,5-2,5 раза в зави-

симости от концентрации сольвента. В нашем слу-

чае, добавление 5% об. изопропанола вызвало кон-

груэнтное повышение выходов индивидуальных 

гомологов ЦД без смещения соотношения α:β:γ, и 

увеличения общего выхода в 1,7 раза. Таким образом, 

показано, что изопропанол не проявлял специфич-

ность к какому-либо гомологу ЦД и его действие 

не зависит от типа используемого субстрата. 
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ВЫВОДЫ 

Таким образом, предложенный органиче-

ский комплексообразователь, обеспечивающий вы-

сокий выход всех гомологов ЦД в присутствии до-

статочно высоких концентраций субстрата (крах-

мала), обладает низкой токсичностью и высокой 

химической стабильностью. Изопропанол эффек-

тивен в сочетании с ЦГТазами, продуцируемыми 

культурами бактерий Paenibacillus вне зависимо-

сти от их природной специфичности, как с α-, так и 

β-ЦГТазами бактерий P. macerans и P. illinoisensis. 

В этом плане, применение изопропанола в 

технологии ЦД, с учетом комплекса его положи-

тельных свойств: эффективности, низкой токсич-

ности, легкости регенерации и удаления из получа-

емой продукции, доступности и невысокой цены, 

является востребованным и перспективным.  
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