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АННОТАЦИЯ

Введение. Биотехнологический подход к глубокой переработке растительного сырья с 
использованием ферментов позволяет эффективно использовать нативный биологиче- 
ский и/или технологический потенциал. Целевые компоненты сырья являются фрагмен- 
тами молекулярных компонентов матрикса клеточных стенок с трудно устанавливаемой 
концентрацией целевых гликозидных связей, которая необходима для определения ки- 
нетических характеристик ферментных препаратов.

Цель. Разработка научной концепции, позволяющей на основе экспериментальных дан- 
ных ферментативной динамики определять эффективную предельную концентрацию 
субстрата для установления рациональных параметров ферментативной обработки

Материалы и методы. Объектом исследования был негранулированный сухой немелас- 
сированный свекловичный жом, а также отечественные ферменты лиазного и гидро- 
лазного действия в концентрациях 0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4 и 0,8 % от количества субстрата. 
В работе использован подход, основанный на математическом описании зависимости 
отклика системы «субстрат — фермент» от продолжительности процесса с определени- 
ем асимптотического предела для каждого варианта концентрации фермента и даль- 
нейшем анализе влияния концентрации фермента на величину данного предела.

Результаты. Обоснована адекватность применения косвенных показателей, таких как 
удельная электрическая проводимость, при оценке кинетических показателей фер- 
ментов лиазного и гидролазного действия. Получен массив экспериментальных дан- 
ных динамик удельной электрической проводимости от продолжительности обработки 
ферментными препаратами в интервале концентраций. В результате аппроксимации 
рассчитаны локальные пределы концентрации субстрата, выраженные в косвенных 
единицах. Экспериментально установлено, что в случае ферментов лиазного и гидро- 
лазного действия, рассчитанные локальные пределы концентрации субстрата моно- 
тонно увеличиваются при увеличении концентрации фермента, вырождаясь в горизон- 
тальную асимптоту, соответствующую глобальному пределу концентрации субстрата, что 
подтверждает принцип насыщающей дополнительности и следствия из него. Экспери- 
ментально установлена применимость малых концентраций ферментов и нескольких 
последовательных этапов для ферментативной трансформации субстрата в продукт.

Выводы. В результате проведённых исследований разработан принцип насыщающей 
дополнительности ферментативного процесса, позволяющий на основе эксперимен- 
тальных данных динамик трансформации субстрата заданными концентрациями фер- 
мента определить эффективную концентрацию целевого субстрата в условиях отсут- 
ствия определённости её значения, либо невозможности прямого определения, для 
установления кинетических характеристик ферментативного процесса. Принцип насы- 
щающей дополнительности применим в отношении лиазных и гидролазных ферментов, 
является составляющей методологии глубокой переработки растительного сырья.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА
ферментативный гидролиз, концентрация субстрата, принцип насыщающей дополни- 
тельности, концентрация фермента, концентрация продукта
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ABSTRACT
Background. Biotechnological approach to complete processing of plant raw materials us­
ing enzyme preparations allows the efficient use of its native biological and/or technolog­
ical potential. The point components are fragments of molecular components of the cell 
wall matrix with a target glycoside bonds' hard-to-find concentration which is necessary to 
determine the enzyme kinetic characteristics.

Purpose. Development the scientific concept allowing to determine the effective substrate 
concentration limit for establishment of enzymatic treatment rational parameters on the 
basis of experimental data of enzymatic dynamics

Materials and Methods. Non-granulated dry non-molassed sugar beet pulp as well as lyase 
and hydrolase enzymes in concentrations as 0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4 и 0,8 % were used as re­
search objects. The approach used in this paper is based on the mathematical description of 
the substrate-enzyme system response as a function of the process duration, with determi­
nation the asymptotic limit for each variant of enzyme concentration, and further analysis 
of enzyme concentration effect on this limit.

Results. The adequacy of using an indirect indicators, such as specific electrical conductivity, 
for assessing the kinetic parameters of lyase and hydrolase enzymes is substantiated. An 
array of experimental data was obtained for dynamics of specific electrical conductivity 
during processing beet pulp with enzyme preparations in the range of concentration. As a 
result of the approximation, the local limits of the substrate concentration were calculated 
in indirect units. For dynamic of the "substrate - enzyme" system, a set of postulates was pro­
posed. On the basis of this set, the principle of saturating complementarity for enzymatic 
process is formed. In according with it the local substrate concentration limit achieved at a 
given enzyme concentration is a fractional part of some global one, which can be complete­
ly converted into a product through several stages where the local limit of the duration 
of each stage tends to infinity. It has been experimentally established that, in the case of 
lyase and hydrolase enzyme, the calculated local substrate concentration limits increase 
monotonously with an increase of enzyme concentration, degenerating into a horizontal 
asymptote corresponding to the global substrate concentration limit, which confirms both 
the principle of saturating complementarity and its consequences. The applicability of low 
enzyme concentrations and several step-by-step stages for the enzymatic substrate trans­
formation into a product has been experimentally established.

Conclusions. As a result of research, the principle of saturating complementarity for enzy­
matic process was developed. Based on experimental data on the enzymatic transformation 
dynamics for processed object, it allows an unambiguous determination of the effective 
substrate concentration in the absence of certainty about its quantity value, or the impossi­
bility of direct determination. The resulting value can be used to establish the kinetic char­
acteristics of enzymatic process. The principle of saturating complementarity is applicable 
for lyase and hydrolase homoenzymes. It is a one of the necessary components of the deep 
processing methodology for plant raw materials.

KEYWORDS
enzymatic hydrolysis, substrate concentration, principle ща saturation additionality, enzyme 
concentration, product concentration
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О введении принципа насыщающей дополнительности
ферментативного процесса в методологию
глубокой переработки растительного сырья А. Н. Петров, Т. Ю. Кондратенко

ВВЕДЕНИЕ

Растительное сырьё и вторичные продукты его пе- 
реработки представляют собой сложную матрицу 
биохимических компонентов, находящихся как 
в относительно свободном состоянии (органиче- 
ские кислоты, их соли, низкомолекулярные биохи- 
мические компоненты, некоторые липиды и др.), 
так и в нативно связанном (компоненты органелл, 
цитоплазматического ретикулума, мембраны, кле- 
точных стенок и межклетников). Каждый из ком- 
понентов, будучи выделенным в качестве самосто- 
ятельного продукта, имеет свою биологическую и/ 
или технологическую ценности, а целесообразность 
практического воплощения процесса извлечения 
находится в тесной связи с экономической эффек- 
тивностью, которая, в целом, строится на востре- 
бованности компонента, его себестоимости сырья 
и себестоимости извлечения, очистки и стабили- 
зации целевых свойств компонента. Соответствен- 
но, максимальной степенью реализации нативно- 
го потенциала растительного сырья и вторичных 
продуктов его переработки является максимальная 
технологическая сепарация его на биологически- и/ 
или технологически значимые нативные компонен- 
ты. По сути своей такой подход является глубокой 
переработкой, при которой степень глубины дове- 
дена до логического максимума. Однако в настоя- 
щее время практическая реализация максимальной 
глубокой переработки весьма ограничена в силу 
существующих особенностей технологий извлече- 
ния целевых компонентов: при извлечении одного 
компонента неизбежно происходит сопутствующая 
деградация в той или иной степени других.

Одним из путей решения данной проблемы являет- 
ся активное переориентирование технологических 
процессов в сторону биотехнологии, при котором 
основным технологическим процессом является 
использование «молекулярных ножниц» — фер- 
ментных систем (Болтовский, 2021). Их специ- 
фичность к тем или иным молекулярным связям, 
а также спектр целевых активностей, присущий 
применяемому ферментному препарату, либо их 
комплексу, позволяет выделять из сырья либо один 
или несколько компонентов с максимальным со- 
хранением некоторой совокупности нативных 
свойств (Hennessey-Ramos et al., 2021; Hassan et al., 
2021), модифицировать в процессе выделения це- 
левые компоненты и, соответственно их свойства 
(Marjamaa et al., 2018), либо кардинальным обра- 

зом трансформировать нативный компонентный 
потенциал в целевые продукты, в него не входя- 
щие (Barron et al., 2021; Vitol et al., 2019). Соответ- 
ственно, совершенствование биотехнологических 
подходов и ферментных систем, в них использу- 
ющихся, является путём, имеющим большие пер- 
спективы в отношении практического воплощения 
максимальной реализации нативного потенциала 
сырья посредством глубокой переработки.

В основе разработки технологических процес- 
сов с участием ферментных систем лежит анализ 
кинетики ферментативных процессов (Punekar, 
2018). Классическим представлением о реализа- 
ции процесса ферментации является рассмотре- 
ние системы «субстрат — фермент», в которой 
происходит катализируемая ферментом двухсту- 
пенчатая трансформация субстрата в продукт. При 
этом на первом этапе вследствие взаимодействия 
фермента с субстратом образуется фермент-суб- 
стратный комплекс, а на втором — последний 
распадается на фермент и продукт. Первый этап, 
соответственно, в некоторой степени, обратим, 
тогда как второй — нет (Srinivasan, 2021). Оба этапа 
протекают непрерывно, вследствие чего динамика 
процесса (в случае его периодической реализации) 
характеризуется монотонным уменьшением кон- 
центрации субстрата с параллельным монотонным 
увеличением концентрации продукта (Рисунок 1).

Кинетика процесса хорошо описывается извест- 
ным уравнением Михаэлиса-Ментен (Choi et al., 
2017; Andersen et al., 2018; Saganuwan, 2021; Benz 
et al., 2014), в котором роль независимой перемен- 
ной играет концентрация субстрата, а эффектив- 
ность комплекса «ферментирующия способность

Рисунок 1
Динамики концентрации субстрата (А), фермент-субстрат- 
ного комплекса (В) и продукта (С) в процессе ферментатив- 
ной обработки. Адаптировано из "Parameter reliability and 
understanding enzyme function", by A. G. McDonald and 
K. F. Tipton, 2022, Molecules, 27(1), Article 263 (https://doi.org/ 
10.3390/molecules27010263). Copyright 2022 by Molecules
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препарата — сырьё — условия процесса» опре- 
деляется на основании оценки коэффициентов 
(Srinivasan, 2021).

При этом появляются две проблемы. Одна связа- 
на с потенциальной нестационарностью системы 
вследствие непостоянства концентрации субстрата 
в процессе ферментативной обработки. Вторая — 
с некоторой неоднозначностью, возникающей 
при анализе того, что именно рассматривать в ка- 
честве субстрата и, следовательно, как определить 
концентрацию субстрата для расчёта кинетических 
характеристик фермента. Если первая проблема уже 
исследована, например в (Schnell, 2014), то вторая — 
на первый взгляд проблемой не является: практиче- 
ски для каждого промышленно применяемого фер- 
ментного препарата известен целевой компонент, 
на который действие данного фермента эффектив- 
но. Однако если рассматривать группу фермент- 
ных препаратов лиазного и гидролазного действия 
в отношении их использования для направленной 
фрагментации полимерных компонентов углевод- 
ной природы, то несложно видеть, что сам целевой 
объект обработки — растительное сырьё и вторич- 
ные продукты его переработки — представляет 
собой сложный комплекс надмолеклярных поли- 
мерных структур, образующих матрикс клеточных 
стенок и межклетников, связанных друг с другом 
сложной системой ковалентных, ионных и водород- 
ных связей (Zhang et al., 2021; Houston et al., 2016; 
Yilmaz et al., 2020; Rytioja et al., 2014; Zhao et al., 2019;

Holland et al., 2020; Carpita & Mccann, 2020). Так ма- 
трикс первичных клеточных стенок практически 
всех высших растений включает в себя целлюло- 
зу, гемицеллюлозы, пектиновые вещества в виде 
надмомекулярного протопектинового комплекса 
(Рисунок 2). В то же время, за исключением фи- 
брилл целлюлозы, остальные полимерные компо- 
ненты являются довольно гетерогенными в отно- 
шении компонентного состава.

Так, например, пектиновые вещества, несмотря 
на то, что основным их компонентом являются 
остатки α-(D+)-галактуроновой кислоты, могут 
включать в свой состав остатки до 17 различных 
углеводов и их производных (Sista Kameshwar & 
Qin, 2018; Phyo & Hong, 2019; Haas et al., 2021; Shin 
et al., 2021; He et al., 2021; Szerement et al., 2022). 
Кроме того, структурно молекулы пектиновых ве- 
ществ могут быть условно зонированы на гомога- 
лактуронановые участки, а также — на рамногалак- 
туронаны I и II. Таким образом, для фрагментации 
пектиновых молекул в зависимости от конечной 
цели процесса может быть использован достаточно 
большой пул ферментных препаратов (Рисунок 3).

Для менее глубокой трансформации (например, 
для выделения только рамногалактуронана I) це- 
лесообразно использовать не весь возможный пул 
ферментных препаратов, а только те, что необхо- 
димы для достижения конечной цели. При этом 
в каждом отдельном случае субстратом выступает

Рисунок 2
Структура первичных клеточных стенок двудольных, некоторых однодольных (А) и травянистых однодольных (Б) растений. 
Адаптировано из "Redesigning plant cell walls for the biomass-based bioeconomy" by N. C. Carpita & M. C. Mccann, 2020, Journal 
of Biological Chemistry, 295(44), 15144–15157. https://doi.org/10.1074/jbc.REV120.014561. Copyright 2020 by Journal of Biological 
Chemistry
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Рисунок 3
Ферменты фрагментации и модификации протопектинового комплекса растительной ткани (адаптировано из (Benz et al., 2014))

уже не вся молекула пектина, а лишь некоторые — 
целевые — гликозидные связи. В этом случае зада- 
ча определения в обрабатываемом сырье молярной 
концентрации именно этих связей, что в условии 
неопределённости представлений о точном хи- 
мическом строении протопектинового комплекса 
именно данного сырья, как в части распределения 
остатков, так и в части распределения и молекуляр- 
ных характеристик целевых участков, становится 
практически неразрешимой. А это, в свою очередь, 
делает актуальным необходимость решения задачи 
определения эффективной концентрации субстрата, 
целевого по отношению к применяемому ферменту.

Цель работы — разработать подход к определению 
эффективной концентрации целевого субстрата, 
на базе принципа насыщающей дополнительности 
процесса ферментолиза сложного матрикса пре- 
паратами лиазного и гидролазного действия с ис- 
пользованием косвенных показателей.

Задачи исследований: (1) определить примени- 
мость использования косвенных показателей 
при оценке кинетических показателей фермент- 
ных препаратов, (2) разработать комплекс посту- 
латов динамики системы «субстрат — ферментный 
препарат», (3) определить практическую примени- 
мость принципа насыщающей дополнительности 
процесса ферментолиза на примере обработки ма- 
трикса клеточных стенок растительной ткани пре- 
паратами лиазного и гидролазного действия.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы

Пектиносодержащее сырьё — негранулированный 
сухой немелассированный свекловичный жом про- 
изводства АО «Успенский сахарник» (с. Успенское, 
Краснодарский край). Ферменты лиазного и гидро- 
лазного действия — гомоферментные препараты 
«Пектиназа RCA RGL» (RGL) и «Целлюлаза без пек- 
тиназы» (CLS), соответственно (Лаборатория фи- 
зико-химии ферментативной трансформации 
полимеров кафедры химической энзимологии хи- 
мического факультета Московского государствен- 
ного университета им. М.В. Ломоносова, Россия). 
Информация по целевым активностям гомофер- 
ментных препаратов представлена в Таблице 1.

Таблица 1
Характеристики гомоферментных препаратов RGL и CLS

Препарат

Активность, ед./г

пектин- 
лиаза

ксила- 
наза КМЦ-аза β-глюка- 

наза

Пектиназа RCA
RGL (RGL)

190 — — —

Целлюлаза 
без пектиназы 
(CLS)

— 30 644 21 054 30 371
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Методы и инструменты

В работе использован подход, основанный на мате- 
матическом описании зависимости отклика систе- 
мы «субстрат — фермент» от продолжительности 
процесса с определением асимптотического пре- 
дела для каждого варианта концентрации фермен- 
та и дальнейшем анализе влияния концентрации 
фермента на величину данного предела.

Для уменьшения статистической погрешности, 
каждый эксперимент проводили в трёхкратной по- 
вторности с отбраковкой статистически ненадёж- 
ных экспериментальных данных в повторностях 
по существующим методикам.

РЕЗУЛЬТАТЫ
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Процедура исследования

Для проведения ферментативного процесса в ко- 
ническую колбу объёмом 100 см3 вносили навеску 
сухого немелассированного негранулированного 
свекловичного жома массой 6 г, прибавляли 50 см3 
бидистиллированной воды комнатной температу- 
ры, перемешивали и оставляли на 15 часов. Наве- 
ску фермента (0,05; 0,1; 0,2; 0,4 и 0,8 % от массы 
жома для RGL и 0,1; 0,2; 0,4 и 0,8 % — для CLS) по- 
мещали в стеклянный стакан на 50 см3, прибавля- 
ли 20 см3 бидистиллированной воды с температу- 
рой 45 оС и тщательно перемешивали до полного 
растворения. Раствор гомоферментного препара- 
та количественно переносили в колбу с жомом, 
используя для этого дополнительные 26 см3 би- 
дистиллированной воды с температурой 45 оС. 
Смесь тщательно перемешивали, колбу со смесью 
переносили на водяную баню. В смесь помещали 
и фиксировали на одинаковом расстоянии от дна 
погружную ячейку кондуктометра WTW inoLab 
7310 с чернёными платиновыми электродами. 
Ферментативный процесс проводили при тем- 
пературе теплоносителя 45 оС течение 8 часов. 
Удельную электрическую проводимость снимали 
в автоматическом режиме с дискретностью 1 с по- 
мощью оригинального программного обеспече- 
ния WTW MultiLab Importer 1.24.

Анализ данных

Математическую обработку проводили с исполь- 
зованием табличного процессора Microsoft Excel 
2010 (Microsoft Corporation) с установленными 
надстройками «Анализ данных», «Поиск решения» 
и «Подбор параметра», а также специализирован- 
ного программного обеспечения TableCurve 2D 
v.5.01 (SYSTAT Software Inc.).

В основе любого ферментативного процесса ле- 
жит фундаментальный принцип ферментативной 
кинетики, основанный на механизмах взаимодей- 
ствия фермента с субстратом, стехиометрических 
соотношениях эквивалентных (молярных) кон- 
центраций компонентов системы «субстрат — фер- 
мент — продукт — ингибитор» и их промежуточных 
комплексов, законе действующих масс и законе 
сохранения фермента. Основная закономерность 
ферментативной кинетики представлена уравне- 
нием Михаэлиса-Ментен, связывающая темп фер- 
ментативного процесса и концентрацию субстрата:

,
(1)

где V — темп ферментативного процесса, моль/см3 · с; 
S — молярная концентрация субстрата, моль/см3; 
Vmax — максимальный (асимптотический) темп 
ферментативного процесса, моль/см3 · с; Km — кон- 
станта Михаэлиса, моль/см3.

Физический смысл константы Михаэлиса заклю- 
чается в том, что она численно равна концентра- 
ции субстрата, при которой темп ферментативного 
процесса равен половине Vmax.

Соответственно, ферментативный процесс проис- 
ходит тем эффективнее с точки зрения максими- 
зации использования потенциала фермента, чем 
большее значение имеет Vmax и чем меньшее зна- 
чение — Km . Последнее утверждение справедливо 
в силу того, что чем меньше Km , тем при меньшей 
концентрации субстрата темп ферментативного 
процесса находится ещё на уровне, превышающем 
половину от максимально возможного.

Проблема использования основного уравнения 
ферментативной кинетики для анализа состояния 
и дальнейшей оптимизации реального фермента- 
тивного процесса состоит в том, что сам процесс 
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сопровождается непрерывным изменением кон- 
центрации субстрата с таким же непрерывным 
накоплением продукта. При этом, если в качестве 
субстрата выступает матрица растительной ткани, 
то в процессе ферментативного разрушения (фраг- 
ментирования) одного или нескольких компонен- 
тов матрицы, с продуктом в систему потенциально 
могут переходить в окружающую матрицу среду 
и сопутствующие нецелевые компоненты, которые 
(так же потенциально) могут в некоторой степени 
изменять условия протекания ферментативного 
процесса, в силу чего элементы основного урав- 
нения ферментативной кинетики, константные 
для стационарных — «чистых» — условий, в свою 
очередь, могут переставать быть таковыми. Та- 
ким образом, вся система непрерывно изменяется 
во времени. В этом случае существующие базовые 
подходы к определению констант ферментативной 
кинетики не позволяют достигать поставленной 
цели.

Дополнительной проблемой является выраженная 
дискретность контроля концентрации как субстра- 
та, так и продукта, поскольку (в случае сложного 
целевого компонента матрицы, — например, го- 
могалактуронановых участков протопектинового 
комплекса растительной ткани) каждое такое опре- 
деление ресурсо- и времезатратно, и последнее — 
особенно критично.

В этих условиях одним из эффективных вариантов 
может являться использование методов, позволяю- 
щих получать численные значения косвенного по- 
казателя, фундаментально эквивалентные S, когда 
справедливо следующее:

, (2)

где Z — косвенный показатель; k — коэффициент, 
связывающий косвенный и целевой показатели.

В этом случае, логично принимая, что (Km(z) = k · Km), 
справедливо:

.
(3)

Пусть Vmax (z) = k · Vmax и V(z) = k · V, тогда из условия 
(2) и равенства (3) явно следует, что

(4)

Таким образом, формула (4) представляет собой 
полный эквивалент формулы (1), но оперирующий 
косвенными показателями.

Действительно, если изменение косвенного по- 
казателя Zp эквивалентно накоплению в растворе 
продукта ферментативного процесса, следователь- 
но, при начальной концентрации субстрата w0, эк- 
вивалентной значению Z0 и связанной с ним, в со- 
ответствии с условием (2), соотношением Z0 = k · w0 , 
концентрация субстрата может быть представлена 
следующим образом:

, (5)

где P — молярная концентрация продукта, моль/см3.

Откуда явно следует, что Z = Z0 – Zp . Тогда темп фер- 
ментативного процесса в силу константности w0 
и динамики P по времени может быть представлен 
как

(6)

В этом случае, в соответствии с выражением (6), 
следствием перехода от действительных к косвен- 
ным показателям является

, (7)

что подтверждает эквивалентность уравнений (4) 
и (1), и соответствие каждого из их показателей 
в парах друг другу через единый коэффициент k.

Таким образом, использование косвенных показа- 
телей для определения параметров ферментатив- 
ной кинетики вполне оправдано, что в достаточной 
мере согласуется с (Wu et al., 2006; Jepsen et al., 2019; 
Hewitt et al., 2019) и др., при том, что авторы дан- 
ных работ принимают эквивалентность косвенно- 
го и непосредственного показателей априорно.

В отношении ферментов семейств лиаз и гидролаз 
в качестве одного из таких косвенных показате- 
лей может быть принята удельная электрическая 
проводимость (УЭП): при гидролитическом фер- 
ментативном расщеплении, например, гликозид- 
ных связей, одному молю продукта соответствует 
фиксированное число молей образовавшихся сво- 
бодных функциональных групп, приобретающих 
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в процессе сольватации фиксированный частич- 
ный заряд, вследствие чего проводимость раствора 
пропорционально увеличивается.

Динамика увеличения УЭП в зависимости от исход- 
ной концентрации ферментов на примере обработ- 
ки гомоферментными препаратами рамногалакту- 

ронанлиазного (RGL) и целлюлазного (CLS) действия 
предварительно подготовленных образцов свекло- 
вичного жома представлена на Рисунках 4 и 5.

Для действия обоих ферментных препаратов ха- 
рактерно как увеличение отклика — УЭП — при уве- 
личении их концентрации, так и наличие динамики 

Рисунок 4
Влияние концентрации препарата RGL на динамику удельной электрической проводимости в системе «субстрат — фермент» 
в процессе ферментирования

Рисунок 5
Влияние концентрации препарата CLS на динамику удельной электрической проводимости в системе «субстрат — фермент» 
в процессе ферментирования
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прироста целевого показателя с течением времени. 
В качестве сравнения использовали динамику УЭП 
без внесения ферментных препаратов. В послед- 
нем случае динамику отклика определяли диффу- 
зионные процессы, связанные с переходом натив- 
но растворимых компонентов свекловичного жома 
в окружающий раствор до достижения динами- 
ческого равновесия. Более выраженная динамика 
прироста УЭП, соответственно, может быть интер- 
претирована как результат накопления в растворе 
продуктов ферментативного процесса. При этом 
в случае с препаратом RGL данный процесс визу- 
ально более выражен, чем в случае для CLS, что ве- 
роятно, связано с более высокой активностью RGL.

Для каждого варианта, включая соответствую- 
щий концентрации фермента 0%, аппроксимаци- 
ей экспериментальных данных были определены 
математические описания вида Zp(i, j ) = fZp(i, j )(t), где 
i — гомоферментный препарат, а j — концентрация 
гомоферментного препарата, %. Результаты обра- 
ботки данных представлены в Таблице 2.

Следует отметить, что все математические описа- 
ния имеют асимптотический характер, что в целом 
хорошо согласуется с существующими представ- 
лениями о динамике ферментативного процесса 
(Boeckx et al., 2017; Wang et al., 2020; Ritonja et al, 
2021).

Для формирования логики дальнейших этапов ис- 
следования, в силу априорной конечности концен- 
трации субстрата в системе «субстрат — фермент- 
ный препарат», примем следующие постулаты её 
динамики:
(1) в течение всего ферментативного процесса 

концентрация субстрата непрерывно убыва- 
ет, а концентрация продукта также непрерыв- 
но возрастает;

(2) ферментативный процесс идёт монотонно 
до тех пор, пока концентрация субстрата в си- 
стеме не будет стремиться к нулю;

(3) максимально возможная эквивалентная кон- 
центрация продукта в глобальный момент 
времени t → ∞ численно равна максимальной 

Характеристики математических описаний
Таблица 2

i j Математическое описание
Коэффициенты

r 2
a b c d e

RGL, 
CLS

0.00 441.67 164.58 7.59 × 10–5 110.10 2.58 × 10–7 0.996

RGL 0.05 692.42 184.64 5.37 × 10–3 1208.5 1.72 × 10–5 0.998

RGL 0.10 1035.3 348.73 6.66 × 10–5 1051.9 3.30 × 10–8 0.998

RGL 0.20 1556.7 1473.7 40872.6 – – 0.993

RGL 0.40 2480.9 1235.2 16312.9 -1.271 – 0.992

RGL 0.80 3386.0 818.26 1.33 × 10–2 1363.8 4.26 × 10–8 0.988

CLS 0.10 520.59 285.38 1.10 × 10–3 878.48 1.13 × 10–5 0.991

CLS 0.20 545.44 628.60 1.19 × 10–5 380.89 1.29 × 10–3 0.999

CLS 0.40 1016.8 165.47 2.86 × 10–3 667.30 8.40 × 10–5 0.998

CLS 0.80 1378.8 633.88 1.38 × 10–4 264.50 3.40 × 10–5 0.999
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концентрации субстрата в глобальный на- 
чальный момент времени t → 0;

(4) темп ферментативного процесса непрерыв- 
но убывает во времени до достижения нуля 
при t → ∞;

(5) каждой i-й концентрации фермента соответ- 
ствует свой локальный предел концентрации 
субстрата, которая может быть трансформи- 
рована в продукт к наступлению локального 
момента времени ti → ∞.

Для обеспечения необходимого непротиворечия 
постулата 5 постулату 2, в свою очередь обобщаю- 
ще постулируем принцип насыщающей дополни- 
тельности, согласно которому локальный предел 
концентрации субстрата, достигаемый при данной 
концентрации фермента, составляет дробную часть 
некоторого глобального предела концентрации, ко- 
торый может быть полностью переведён в продукт 
посредством нескольких этапов, локальный предел 
продолжительности каждого из которых стремится 
к бесконечности (Рисунок 6).

Соответственно, сформулированный принцип на- 
сыщающей дополнительности ферментативного 
процесса, по сути, включает в себя предложенный 
комплекс из пяти постулатов, объединяя их в еди- 
ное целое.

Анализ постулируемого принципа позволяет опре- 
делить следующие следствия из него:
(1) для каждой системы «субстрат — фермент» 

существует некоторый глобальный предел 

концентрации субстрата, соответствующий 
концентрации фермента, стремящейся к бес- 
конечности;

(2) локальный предел концентрации субстрата, 
соответствующий некоторой (не максималь- 
ной) концентрации фермента, может быть 
полностью трансформирован в продукт за ко- 
нечный период времени при использовании 
данного фермента в большей концентрации;

(3) если на каждом этапе потенциал использу- 
емой концентрации фермента реализовы- 
вать не полностью достигая состояния ti → ∞, 
а лишь в дробной части, соответствующей не- 
которой конечной продолжительность каж- 
дого этапа, то, в соответствии с принципом 
насыщаюшей дополнительности, существует 
конечное количество этапов, соответствую- 
щее полному переводу всего субстрата в про- 
дукт за конечное совокупное время;

(4) любой произвольно взятой концентрации 
субстрата будет соответствовать некоторая 
концентрации фермента, для которой данная 
концентрация субстрата будет предельной 
при ti → ∞.

Таким образом, на основании постулируемого 
принципа насыщающей дополнительности фер- 
ментативного процесса и следствий из него мож- 
но сделать промежуточный вывод, что локаль- 
ный предел концентрации субстрата, в том числе 
и выраженный в косвенных единицах, может быть 
определён из асимптотического значения динами- 
ческой функции, описывающей процесс измене-

Рисунок 6
Принцип насыщающей дополнительности ферментативного процесса при разной концентрации субстрата

ω1(e), ω2(e), ω3(e) — концентрации фермента; I, II, III, IV, V и VI — этапы ферментирования субстрата; t — начальный момент вре- 
мени; t i, j — продолжительность j-го этапа ферментирования субстрата ферментом i-й концентрации; ws — глобальный предел 
концентрации субстрата; 1/6 , 1/4 , 1/3 , 1/2 , 2/3 , 3/4 , 5/6 — доли ws, частные пределы концентрации субстрата
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Таблица 3
Характеристики функций, аппроксимирующих зависимость частного предела концентрации субстрата от концентрации фер- 
ментного препарата

i Математическое описание
Коэффициенты

r 2
a b c d e

RGL 81073.6 1.01035 63.6358 6.86678 70.5026 0.997

CLS 13431.9 0.96024 15.8755 3.68415 19.5596 0.994

ния косвенного показателя в процессе ферменти- 
рования, при ti → ∞. В свою очередь, на основании 
результатов аппроксимации локальных асимптот, 
представленных в координатах «концентрация — 
величина косвенного показателя», динамической 
функцией, можно определить глобальный предел 
концентрации ws субстрата как асимптотическое 
значение функции при ω(e) → ∞ .

В результате применения данного подхода к про- 
цессу ферментирования препаратами RGL и CLS, 
для каждого из них по каждому из вариантов кон- 
центрации препарата были определены локальные 
асимптотические значения УЭП, на основании ко- 
торых — рассчитаны частные пределы концентра- 
ции субстрата wi, j по формуле

, (8)

где — асимптотическое значение динами- 
ческой функции для i-го препарата j-й кон- 

центрации; — асимптотическое значение 
динамической функции при концентрации препа- 
рата 0%.

Совокупность значений частных пределов концен- 
трации в пределах каждого из исследованных пре- 
паратов демонстрирует монотонное возрастание 
с увеличением концентрации фермента (Рисун- 
ки 7 и 8). Для RGL и CLS данные значения хорошо 
аппроксимируются функцией одного вида, имею- 
щей, в свою очередь, горизонтальную асимптоту 
(Таблица 3).

Соответственно, для каждого ферментного препа- 
рата асимптотические значения данной функции 
эквивалентны глобальной концентрации субстрата.

Масштабируя шкалу концентрации фермента, не- 
сложно видеть, что увеличение данного показате- 
ля в системе достаточно быстро приближает зна- 
чение результирующей функции к интегральному 

Рисунок 7
Динамика локальных асимптот при ферментировании 
субстрата препаратом RGL в зависимости от его концентрации

Рисунок 8
Динамика локальных асимптот при ферментировании 
субстрата препаратом CLS в зависимости от его концентрации
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пределу концентрации субстрата. Если предста- 
вить значения результирующей функции в долях 
от интегрального предела концентрации (Рисун- 
ки 9 и 10), можно видеть, что 95 персентилю со- 
ответствует концентрация фермента 4,41 % для 
препарата RGL и 4,53 % для препарата CLS, что на- 
глядно подтверждает следствие 4 из принципа на- 
сыщающей дополнительности ферментативного 
процесса.

При этом 25 персентелю соответствует концентра- 
ция RGL 0,14 % и CLS – 0,09 %. То есть уже при ма- 
лых концентрациях ферментов локальные асим- 
птоты достигают 25% от интегрального предела 
концентрации субстрата, что косвенно показывает 
на перспективность оперирования в реальном про- 
мышленном ферментативном процессе именно 
малыми концентрациями ферментов.

В свою очередь, высокий темп приращения локаль- 
ного предела концентрации субстрата от асимпто- 
тического значения при увеличении концентрации 
фермента в области его малых концентраций по- 
зволяет, опираясь на следствия 2 и 3 из принципа 
насыщающей дополнительности ферментативного 
процесса, в первом приближении прогнозировать 
достаточность последовательного применения ма- 
лых концентраций ферментного препарата в не- 
сколько этапов для достаточного в практическом 
смысле количественного перевода субстрата в про- 
дукт за технологически значимый конечный ин- 
тервал времени.

Следует отметить, что в описанный подход разра- 
ботан впервые. Не смотря на то, что зависимость 
между концентрацией ферментного препарата 
и концентрацией субстрата отмечали и другие 
авторы, например, в (Dourado et al., 2021), данный 
эффект рассматривался ими как побочный и даль- 
нейшего развития не находил.

Однако основное преимущество практического 
применения принципа насыщающей дополнитель- 
ности при анализе динамики ферментативного 
процесса заключается в возможности однозначно- 
го определения эффективной предельной концен- 
трации целевого субстрата в условиях отсутствия 
определённости относительно её численного зна- 
чения, либо невозможности прямого определения, 
особенно когда сам субстрат является составным 
компонентом нативного сложного матрикса обра- 
батываемого сырья и/или сложной нативной мо- 
лекулярной структуры компонента матрикса (как, 
например, гомогалактуронановая составляющая 
протопектинового комплекса).

В этом случае эффективная концентрация целево- 
го субстрата эквивалентна интегральному пределу 
таковой. Её значение может быть использовано для 
установления кинетических характеристик фер- 
ментативного процесса, таких как Vmax и Km, выра- 
женных, в том числе, и в косвенных единицах.

Предложенный принцип справедлив в отношении 
ферментных препаратов, как минимум лиазного 

Рисунок 9
Влияние концнтрации препарата RGL на долю интегрального 
предела концентрации субстрата

Рисунок 10
Влияние концентрации препарата CLS на долю интегрально- 
го предела концентрации субстрата
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и гидролазного действия и является составляющей 
дерева принятия решений для разработки техноло- 
гий промышленного производства растительных 
полигликанов с гарантированными физико-хими- 
ческими характеристиками, начало формирования 
которого положено в наших предыдущих исследо- 
ваниях (Kondratenko et al., 2020; Kondratenko et al., 
2021).

ВЫВОДЫ

В результате проведённых исследований обоснова- 
но применение косвенных единиц измерения для 
описания кинетики ферментативных процессов. 
Разработан принцип насыщающей дополнитель- 
ности ферментативного процесса, позволяющий 
на основе экспериментальных данных по дина- 
микам ферментативной трансформации обраба- 
тываемого объекта препаратами в заданных кон- 
центрациях однозначно определить эффективную 
концентрацию целевого субстрата в косвенных 
единицах в условиях отсутствия определённости 
относительно её истинного численного значения, 
либо невозможности прямого определения. Резуль- 
тирующее значение может быть использовано для 
установления кинетических характеристик фер- 
ментативного процесса, таких как Vmax и Km.

Принцип насыщающей дополнительности при- 
меним в отношении гомоферментных препаратов 
лиазного и гидролазного действия, и является со- 
ставляющей частью дерева принятия решений для 

разработки технологий промышленного производ- 
ства растительных полигликанов и неотъемлемой 
частью методологии глубокой переработки расти- 
тельного сырья

Предположительно, применимость данного прин- 
ципа можно экстраполировать и на другие груп- 
пы ферментов. Однако это нуждается в экспери- 
ментальном подтверждении. Основы, заложенные 
в физический смысл принципа насыщающей до- 
полнительности, определяют основные направле- 
ния связанных с ним дальнейших исследований. 
В качестве таковых следует отметить разработку 
методологических подходов к определению це- 
лесообразности и оптимальных условий предва- 
рительной обработки сырья для интенсификации 
процессов его ферментативной трансформации, 
определению оптимальной концентрации фер- 
ментных препаратов, определению рационального 
количества этапов последовательной фермента- 
тивной обработки.
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