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Трудно найти другой фермент, который был 
бы столь необычен по истории научных иссле-
дований и практической значимости в медицин-
ской промышленности как пенициллинацилаза 
(еще известна как пенициллинамидаза или пе-
нициллинамидогидролаза). На разных этапах из-
учения использовали несколько названий этого 
фермента, однако во избежание путаницы в на-
стоящем обзоре будет использовано одно назва-
ние, независимо от того, как фермент именовался 
в тех или иных статьях своего времени. История 
пенициллинацилазы – не тот случай, когда при 
изучении фермента открывали уникальные ка-

талитические свойства и потом применяли их для 
решения практических проблем. Пенициллинаци-
лазу целенаправленно искали для решения прак-
тической задачи – масштабного получения ядра 
пенициллинов 6-аминопенициллановой кислоты 
расщеплением доступного природного бензилпе-
нициллина, высокопроизводительные промыш-
ленные процессы получения которого были хоро-
шо налажены уже в конце 50-х годов ХХ в., чтобы 
затем синтезировать более эффективные его ана-
логи. Многочисленные попытки поиска более 
эффективных пенициллинов в 50-е годы за счет 
оптимизации микробиологического синтеза с 
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добавлением различных компонентов в питатель-
ную среду привели к получению единственного 
препарата – кислотоустойчивого феноксиметил-
пенициллина, который можно было применять 
per os, и стало понятно, что для промышленного 
получения новых антибиотиков этого ряда нужно 
наладить производство 6-аминопенициллановой 
кислоты – ядра пенициллинов [1]. Сложность 
задачи заключалась в том, что было необходимо 
найти фермент, способный расщеплять стабиль-
ную амидную связь в боковой цепи пенициллина, 
не затрагивая лабильную амидную связь бета-
лактамного кольца (рис. 1). 

К этому моменту были уже весьма хорошо из-
вестны другие, вредоносные ферменты – пени-
циллиназы или β-лактамазы, способные решать 
более легкую задачу – избирательно раскрывать 
лабильное бета-лактамное кольцо и лишать со-
единение его антибиотических свойств. Если до-
бавить тот факт, что бета-лактамное кольцо мог-
ло довольно легко разрушаться даже в отсутствие 
β-лактамаз, например, в присутствии ионов ме-
таллов, в кислой или щелочной среде, а пеницил-
лин мог претерпевать различные перегруппиров-
ки, то поиск фермента, способного расщеплять 
значительно более устойчивую связь, не затра-
гивая лабильную, представлялся трудно разре-
шимой задачей. Тем не менее, практически одно-
временно в разных лабораториях такой фермент 
был найден, что положило начало производству 
широко доступных бета-лактамных антибиоти-
ков (полусинтетических пенициллинов, а впо-
следствии цефалоспоринов). Первые сообщения 
о расщеплении природных пенициллинов неко-

торыми штаммами Penicillium и Aspergilus были 
сделаны авторами [2, 3] в начале 50-х годов, хотя 
есть сомнения в том, что продуктом биокаталити-
ческого превращения действительно была 6-ами-
нопенициллановая кислота. Воспроизвести эти 
результаты (или открыть пенициллинацилазную 
активность) удалось лишь в 1960 г. практически 
одновременно в разных лабораториях [4–7]. Без 
преувеличения можно сказать, что благодаря от-
крытию пенициллинацилаз, их изучению и после-
дующему практическому использованию стали 
доступны весьма дешевые антибиотики широко-
го спектра действия, которые до последнего вре-
мени занимают около половины мирового рынка. 

Перед авторами настоящего обзора стояла за-
дача рассмотреть вклад работ, выполненных в 
научной школе Ильи Васильевича Березина, в 
изучение и применение пенициллинацилаз.

Определение активности 
пенициллинацилаз

Разработка количественных методов опреде-
ления активности фермента имеет принципи-
альное значение для проведения кинетических 
исследований, а без понимания кинетики фер-
ментативных реакций невозможна оптимизация 
их практического использования. Изучение ки-
нетических особенностей действия пенициллин-
ацилазы сыграло важную роль как для раскрытия 
механизма действия, так и для промышленного 
применения фермента. На стадии поиска и пер-
вичной характеристики достаточно было пони-
мать, что искомый фермент способен расщеплять 
природный бензилпенициллин с образованием 

Рис. 1. Строение молекулы бензилпенициллина (пенициллина G). Стрелками по-
казаны связи, расщепляемые пенициллинацилазами, β-лактамазами и в результате 
химического гидролиза, а также структурные фрагменты – боковая цепь и ядро анти-

биотика (остаток 6-аминопенициллановой кислоты)
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6-аминопенициллановой кислоты. Для дальней-
шего изучения свойств фермента и кинетики 
катализируемой реакции были разработаны раз-
ные методы, в первую очередь, для определе-
ния 6-аминопенициллановой кислоты. Методы 
слежения за протеканием реакций, катализиру-
емых пенициллинацилазой, можно разделить 
по определению продукта, образующегося при 
превращении субстрата – кислоты или амино-
соединения, а также по пригодности метода для 
непрерывного слежения за ферментативным пре-
вращением или необходимости отбора проб ре-
акционной смеси и последующего анализа. При 
этом следует обратить внимание на чувствитель-
ность методов, которая определяет возможность 
слежения за превращением субстратов в разной 
концентрации, что оказалось важным при иссле-
довании пенициллинацилаз.

На первых этапах изучения кинетики действия 
пенициллинацилазы применяли в основном ме-
тод определения продукта ферментативного ги-
дролиза 6-аминопенициллановой кислоты после 
модификации п-диметиламинобензальдегидом и 
спектрофотометрической регистрации образую-
щегося продукта [8, 9]. Ввиду низкой чувстви-
тельности этого метода (коэффициент молярной 
экстинкции регистрируемого производного при 
415 нм составлял 100 М–1см–1), а также других 
доступных в то время методов слежения за этой 
реакцией, можно было регистрировать превраще-

ние лишь сильно концентрированных растворов 
субстрата и изучать зависимость скорости фер-
ментативной реакции от концентрации бензилпе-
нициллина выше 1 мМ. Эти исследования показа-
ли, что пенициллинацилаза обладает невысоким 
сродством к бензилпенициллину и значения кон-
станты Михаэлиса в реакции его гидролиза, опре-
деленные разными авторами [10–13], находятся в 
интервале 0,74–7,7 мМ (табл. 1). 

Как показали дальнейшие исследования, фер-
мент на самом деле куда более специфичен к 
ацильной группе субстрата и ошибка в опреде-
лении значения КМ в ранних работах составляла 
почти три порядка (табл. 1). Причиной ошибок 
в определении значений кинетических параме-
тров, как оказалось, было эффективное ингиби-
рование пенициллинацилазы продуктом реак-
ции – фенилуксусной кислотой. Более глубокое 
понимание кинетики действия фермента стало 
возможным благодаря применению более чув-
ствительных методов непрерывного слежения 
за протеканием реакции с использованием не 
только анализа зависимости начальной скоро-
сти от концентрации субстрата, но и так на-
зываемой интегральной кинетики, т.е. анализа 
полных кинетических кривых вплоть до исчер-
пывающего превращения субстрата в продукты 
реакции [14–15]. Это позволило обнаружить 
определяющее значение роли ацильной груп-
пы в узнавании пенициллинацилазой своих 

Т а б л и ц а  1

Значения константы Михаэлиса и константы конкурентного ингибирования продуктом реакции 
(фенилуксусной кислотой) в реакциях гидролиза пенициллина, катализируемого пенициллинацилазами

КМ, мкМ Кинг.
ФУК, мкМ Условия Литература

4,6±0,2 42±4 pH 7,5; 20 °C [14, 15]

20 200 pH 8,1 [16]

5,0±1,3 – pH 7,0 [17]

8,5 50 pH 7,8; 37 °C [18]

45 – pH 7,5; 37 °C [19]

38 – pH 7,6; 30 °C [20]

170–180 – – [21]

740 4800 pH 7,5; 37 °C [10]

770 5800 pH 8,0; 27 °C [10]

670 4800 – [11]

7700 – pH 7,0; 37 °C [12]

1350–1590 – pH 8,0; 30 °C [13]
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субстратов и указало на широкую субстратную 
специфичность по отношению к «уходящей» 
группе, т.е. аминофрагменту. 

Интерес к практическому использованию пе-
нициллинацилазы стимулировал разработку и 
применение методов интегральной кинетики при 
описании протекания ферментативной реакции 
от самого начала вплоть до исчерпывающего пре-
вращения субстрата в продукты. С исследователь-
ской точки зрения анализ интегральной кинетики 
позволял проверить адекватность значений кине-
тических параметров, определенных по зависимо-
сти начальной скорости реакции от концентрации 
субстрата (если полная кинетическая кривая, рас-
считанная с использованием «начальных» кине-
тических параметров, соответствовала кривой, 
определенной экспериментально). С практической 
точки зрения это позволяло получить математиче-
скую модель для описания и поиска оптимальных 
условий проведения процесса. Любопытна ма-
ленькая хитрость, которая пригодилась на ранних 
этапах изучения пенициллинацилазы, когда препа-
рат фермента был доступен в весьма ограничен-
ном количестве. Это было возможно только при ис-
пользовании метода интегральной кинетики. При 
изучении кинетики ферментативного гидролиза 
7-фенилацетамидодезацетоксицефалоспорановой  
кислоты, приводящего к получению 7-аминодеза-
цетоксицефалоспорановой  кислоты – одного из 
ядер цефалоспоринов, фермент использовали для 
последовательного проведения нескольких ци-
клов: после полного превращения первой порции 
субстрата в реакционную смесь добавляли вторую 
порцию субстрата, после ее превращения добав-
ляли следующую и так 5–6 раз [22]. Такой экспе-
римент с расходованием одной порции фермента 
позволил установить параметры ферментативного 
гидролиза КM и VM , определяющие кинетику ре-
акции, где КM – константа Михаэлиса,  VM  – мак-
симальная скорость ферментативной реакции, 
Кинг. – константа конкурентного ингибирования 
продуктом реакции (фенилуксусной кислотой), а 
также убедиться в стабильности фермента в реак-
ционной смеси.

Обратимость ферментативного гидролиза 
пенициллинов

Уже в первых работах, где сообщалось об 
обнаружении пенициллинацилазы, отмечалась 
обратимость ферментативного гидролиза бен-
зилпенициллина [4–7, 23]. Парадоксально, что 
термодинамику обратимых реакций гидролиза/
синтеза амидной связи в боковой цепи бета-лак-
тамных антибиотиков в водной среде можно ис-

следовать только с использованием ферментов, 
способных катализировать эти реакции. Дело в 
том, что соединения содержат лабильное бета-
лактамное кольцо, которое в водной среде не-
обратимо разрушается в первую очередь и в от-
сутствие специфического катализатора гидролиз 
идет по другому пути, а интересующая нас реак-
ция составляет лишь ничтожную долю протекаю-
щих превращений. Исследование термодинамики 
обратимой реакции гидролиза/синтеза ряда бета-
лактамных антибиотиков с использованием пени-
циллинацилазы позволило определить значения 
констант равновесия этих реакций и их зависи-
мости от кислотности среды [24–26]. Следует об-
ратить внимание, что речь идет о термодинамике 
реакции гидролиза N-ациламидной связи, обра-
зованной боковым ацильным радикалом с ядром 
антибиотика (рис. 1), а не о реакции расщепления 
бета-лактамного кольца, которая в водной среде 
является необратимой. Было показано, что термо-
динамический оптимум синтеза пенициллинов и 
цефалоспоринов достигается в кислой среде (при 
рН < 5) и в дальнейшем снижается при переходе 
к сильнокислым средам (рис. 2).

Анализ рН-независимой составляющей сво-
бодной энергии реакции и компонента, связанно-
го с ионизацией реагентов, позволил сделать вы-
вод о том, что термодинамика ферментативного 
синтеза амидной связи в бета-лактамных соеди-
нениях в водной среде отличается от термодина-
мики подобной связи в N-ацилированных ами-
нокислотах и пептидах главным образом за счет 
существенно более низкого вклада ионизации 
аминокомпонента. Благодаря низким значениям 
рК (4,6–4,9) аминогруппы ядер пенициллинов и 
цефалоспоринов, ионизация этих компонентов 
в водной среде оказывает значительно меньшее 
влияние на сдвиг равновесия реакции в сторону 
гидролиза и способствует синтезу. Так, при раз-
рушении бета-лактамного кольца 6-аминопени-
циллановой кислоты рК аминогруппы возрастает 
от 4,6 до 8,9. Наглядным примером, демонстри-
рующим важность бета-лактамного кольца для 
термодинамики синтеза бензилпенициллина в во-
дной среде, служит изменение значения констан-
ты равновесия при расщеплении бета-лактамного 
кольца: даже в оптимальных условиях значение 
свободной энергии синтеза бензилпенициллои-
новой кислоты хуже соответствующего значения 
для синтеза бензилпенициллина на 16 кДж/М. 
Анализ термодинамики обратимой реакции ги-
дролиза различных бета-лактамных антибиотиков 
показал, что ферментативный синтез этих соеди-
нений в водной среде возможен, однако хорошего 
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выхода продуктов синтеза можно добиться, лишь 
создавая большой избыток кислот по сравнению 
с ядрами антибиотиков, а в случае ампициллина, 
цефалексина, амоксициллина и родственных со-
единений это практически невозможно. Дело в 
том, что низкая растворимость D-фенилглицина 
и D-п-гидроксифенилглицина в водной среде не-
достаточна для необходимого сдвига равновесия 
в сторону синтеза (рис. 3). 

Значительно более перспективным для син-
теза этих антибиотиков является не конденсация 
кислоты и аминосоединения, т.е. так называемый 
«прямой» синтез, а ферментативный ацильный 
перенос, когда в качестве ацилирующего агента 
используется не свободная кислота, а ее активи-
рованные производные, например сложные эфи-
ры [26, 27]. В этом случае существенно более вы-
годные термодинамические условия достигаются 
при рН > 6 (рис. 4). 

Исследование кинетики катализируемого пе-
нициллинацилазой переноса ацильной группы от 

N-фенилацетилглицина на 6-аминопенициллано-
вую кислоту показало, что такой синтез бензилпе-
нициллина протекает существенно быстрее, чем 
«прямой» синтез, но кривая накопления продук-
та имеет ярко выраженный максимум [27]. Такой 
метод ферментативного синтеза путем переноса 
ацильной группы от активированного ацильного 
донора на подходящее аминосоединение, высту-
пающее в роли нуклеофила, впоследствии полу-
чил название кинетически контролируемый син-
тез [28–30]. 

Следует отметить, что выбор и доказательство 
адекватной кинетической схемы, позволяющей 
создать математическую модель, которая описы-
вает изменение концентрации компонентов реак-
ционной смеси от времени в реакциях ацильного 
переноса, катализируемого гидролазами в водной 
среде, потребовали довольно много времени. 
Сложность задачи заключалась в том, что в реак-
ционной смеси протекают три как бы независимые 
реакции: перенос ацильной группы на нуклеофил, 

Рис. 2. рН-Зависимость изменения свободной энергии 
ферментативного синтеза ряда β-лактамных антибиотиков 
и родственных соединений (1 – 7-фенилацетамидодезаце-
токсицефалоспорановая кислота, 2 – бензилпенициллин,                          
3 – цефалотин, 4 – цефалоридин, 5 – ампициллин, 6 – цефа-
лексин, 7 – феноксиметилпенициллин, 8 – этиловый эфир 

фенилаланил-тирозина, 9 – N-фенилацетилглицин)
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гидролиз ацильного донора и гидролиз продукта 
ацильного переноса. Попытки большинства авто-
ров упрощенно рассматривать такой процесс как 
протекание трех независимых реакций не позво-
ляли ни адекватно описать его кинетику, ни про-
водить оптимизацию. Во внимание не принимал-

ся тот факт, что все эти превращения протекают 
через образование общего промежуточного со-
единения – ацилфермента. Эволюция понимания 
кинетики ацильного переноса в водной среде, ка-
тализируемого пенициллинацилазой, в конечном 
итоге привела к схеме 1 [31–33]. 

Рис. 3. рН-Зависимость растворимости компонентов ферментативного 
синтеза цефалексина: 7-аминодезацетоксицефалоспорановая кислота 

(7-АДЦК), D-фенилглицин (ФГ), цефалексин (ЦЛ)

Рис. 4. рН-Зависимость изменения свободной энергии реакции при 
прямом синтезе цефалексина и синтезе с переносом ацильной группы                        

с ацилирующего агента
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По результатам эксперимента в соответствии 
с этой схемой могут быть определены комплекс-
ные кинетические параметры, управляющие ки-
нетикой процесса, и создана его математическая 
модель. Типичная кривая накопления продукта 
синтеза, получаемого при использовании фер-
ментативного ацильного переноса в водной сре-
де, показана на рис. 5. Максимум синтеза зависит 
от начальной концентрации исходных субстратов 
и значений ключевых кинетических параметров 
(параметра специфичности α и характеристик 
нуклеофильности β0 и . Параметр специфично-
сти α = (k–4 /KP) /(k2 /KS) – соотношение констант 
скорости второго порядка для ферментативного 

гидролиза целевого продукта (синтезируемого 
антибиотика) и донора ацильной части, которое 
отражает специфичность пенициллинацилазы 
к этим двум соединениям в условиях проведе-
ния реакции. Характеристика реакционной спо-
собности нуклеофила β0 = k4 /k3Kn – параметр, 
отражающий относительную реакционную 
способность ядра антибиотика, когда гидролиз 
ацилфермент-нуклеофильного комплекса невоз-
можен ( = 0), в то время как параметр  = k5 /k4 ха-
рактеризует случай, когда связывание нуклеофила 
с ацилферментом не предотвращает его гидро-
лиза. Экспериментально значение параметра 
α можно определить при изучении гидролиза 

С х е м а  1

«Минимальная» кинетическая схема синтеза новых антибиотиков в водной 
среде в результате катализируемого пенициллинацилазой переноса ациль-
ной группы на нуклеофил (ядро антибиотика). E – свободный фермент, S – 
активированный донор ацильной части, P1 – первый продукт, выделяющий-
ся при образовании ацилфермента, Nu – нуклеофил (ядро антибиотика), 
P2 – продукт гидролиза ацилфермента, P – продукт ацильного переноса на 
нуклеофил (целевой антибиотик), ES – комплекс фермент-ацильный донор, 
ЕА – ацилфермент, EANu – комплекс ацилфермент-нуклеофил, EP – ком-

плекс фермент-продукт ацильного переноса

Рис. 5. Характерная кривая накопления продукта переноса ацильной группы                             
в водной среде на нуклеофил, катализируемого гидролазами, действующими по 

механизму с промежуточным образованием ацилфермента 



342
Вecтн. Моск. ун-та. Сер. 2. Химия. 2023. Т. 64. № 4
Vestn. Mosk. un-ta. Ser. 2. Chemistry. 2023. T. 64. № 4

соединений S и P, а значения параметров β0 и 
 – при изучении зависимости соотношения зна-
чений начальной скорости синтеза и гидролиза 
(начальной скорости образования продуктов P и 
P2) от концентрации нуклеофила Nu в соответ-
ствии со схемой 1. 

Следует заметить, что α, β0 и  представля-
ют собой комплексные параметры и являются 
комбинацией кинетических и равновесных кон-
стант. К сожалению, по результатам кинетиче-
ских экспериментов не удается определить зна-
чения важного параметра Kn, характеризующего 
способность фермента образовывать комплекс 
ацилфермент – нуклеофил. Определение Kn по-
зволило бы количественно характеризовать срод-
ство фермента и специфичность к нуклеофилам, 
облегчило бы поиск мутантов фермента с улуч-
шенными свойствами и сравнение ферментов из 
разных источников по этому показателю. Попытка 
использовать зависимость соотношения началь-
ной скорости синтеза/гидролиза от концентрации 
нуклеофила для определения так называемой кон-
станты связывания нуклеофила [34], не учитывая 
все взаимодействия и образование промежуточ-
ных соединений в системе (схема 1), дает упро-
щенное представление и не позволяет описать 
поведение системы во времени. 

В целом эффективность ферментативно-
го ацильного переноса зависит от начальной 
концентрации реагентов (ацильного донора и 

нуклеофила n0, s0) и определяется свойствами 
катализатора, т.е. количественными характе-
ристиками α, β0 и , с использованием кото-
рых можно проводить оптимизацию процесса, 
сравнивать эффективность различных препара-
тов пенициллинацилазы и мутантов фермента 
на количественной основе [35, 36].  Типичный 
пример кинетики реакций ацильного переноса, 
катализируемого пенициллинацилазами, пред-
ставлен на рис. 6.

Производительность биокаталитического 
синтеза растет при повышении начальной кон-
центрации реагентов. Поскольку ядра антибио-
тиков являются более дорогим компонентом, 
процесс стремятся проводить при некотором 
избытке ацильного донора. Поэтому при про-
изводстве десятков тысяч тонн полусинтетиче-
ских β-лактамных антибиотиков оптимизация 
расхода исходных веществ представляет суще-
ственный интерес, а увеличение выхода целе-
вого продукта является важной практической 
задачей. 

Поиск оптимальных условий ферментативного 
ацильного переноса. Пересыщенные растворы 

реагентов

Одним из основных факторов, ограничива-
ющих производительность биокаталитическо-
го синтеза новых β-лактамных антибиотиков 
методом ацильного переноса в водной среде, 

Рис. 6. Пример кинетики синтеза цефалексина с использованием фер-
ментативного ацильного переноса. Ацильный донор – метиловый эфир 
D-фенилглицина, нуклеофил – 7-аминодезацетоксицефалоспорановая 
кислота. Показаны интегральные кривые изменения концентрации 
ацильного донора (1), продукта ацильного переноса на нуклеофил 
(целевого продукта синтеза цефалексина) (2) и продукта гидролиза 

D-фенилглицина (3)



343
Вecтн. Моск. ун-та. Сер. 2. Химия. 2023. Т. 64. № 4  
Vestn. Mosk. un-ta. Ser. 2. Chemistry. 2023. T. 64. № 4 

является побочный гидролиз ацильного доно-
ра, что приводит к его непродуктивным потерям 
[37]. Для снижения этого вклада был предложен 
целый ряд подходов: оптимизация условий про-
ведения реакции по pH [38, 39], ионной силе рас-
твора [28] или температуре [40], множественная 
хемометрическая оптимизация [41], а также до-
бавление органических растворителей [42–44]. 
Важное значение имеет также использование 
высокой концентрации ацильного донора и ну-
клеофила (ядра антибиотика) [45, 46]. Однако во 
многих случаях их ограниченная растворимость 
являлась сдерживающим фактором. Исследова-
ния показали, что дополнительные возможности 
в преодолении этого ограничения связаны с уни-
кальной способностью ряда ацильных доноров и 
ядер антибиотиков образовывать весьма стабиль-
ные пересыщенные растворы. Поскольку выбор 
пути, по которому пойдет ацильный перенос, за-
висит от эффективности образования комплекса 
ацилфермент – нуклеофил и концентрации ну-
клеофила, ее увеличение сдвигает соотношение 
значений скорости синтеза и гидролиза в пользу 
синтеза. Крайне полезным в этом смысле оказа-
лось соблюдение зависимости при переходе к пе-
ресыщенным растворам 6-аминопенициллановой 
и 7-аминодезацетоксицефалоспорановой кислот 

(рис. 7). Так, например, соотношение синтез/ги-
дролиз при синтезе цефалексина за счет исполь-
зования пересыщенных растворов 7-аминодез-
ацетоксицефалоспорановой кислоты может быть 
увеличено в несколько раз, что приводит к уве-
личению выхода целевого продукта на 14% [47]. 
Интересно, что наряду с ядрами пенициллинов и 
цефалоспоринов могут быть получены пересы-
щенные растворы и некоторых ацильных доно-
ров, например амида D-п-гидроксифенилглицина, 
что приводит к дополнительным положительным 
эффектам. Таким образом, использование пере-
сыщенных растворов исходных веществ являет-
ся одним из путей повышения продуктивности 
ферментативного получения полусинтетических 
пенициллинов и цефалоспоринов наряду с ис-
пользованием гетерогенных систем «водный рас-
твор – осадок» [39, 45, 48] вплоть до перехода к 
реакциям в отсутствие растворителя [49, 50]. 

Роль хромогенных субстратов в изучении 
пенициллинацилазы

При описанном выше изучении термодина-
мики реакций, катализируемых пенициллина-
цилазой, использовали весьма трудоемкие ме-
тоды определения концентрации компонентов 
реакционной смеси. Эти методы не позволяли 

Рис. 7. Зависимость соотношения значений начальной скорости 
синтеза /гидролиза от концентрации нуклеофила (7-аминодезаце-
токсицефалоспорановой кислоты) при переходе к пересыщенным 
растворам. Пунктирная линия показывает растворимость нуклео-
фила в условиях проведения реакции, экспериментальные точки 
справа показывают экспериментальные данные, полученные в ре-
зультате создания пересыщенных растворов нуклеофила. Условия 

проведения реакции: pH 6,3; Т = 25С
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вести непрерывный контроль за протеканием 
реакций, катализируемых пенициллинацилазой, 
для этого необходимо осуществлять отбор проб 
реакционной смеси, остановку ферментативной 
реакции и последующее определение концентра-
ции компонентов. Следует иметь в виду, что на 
ранних этапах изучения фермента были доступ-
ны низкочувствительные методы анализа, и этот 
факт оказал влияние на точность определения 
кинетических характеристик действия фермен-
та. Лишь впоследствии стали использовать вы-
сокочувствительные методы высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ), но и в этом 
случае трудность кинетических исследований, 
по крайней мере на первых порах, была обуслов-
лена трудоемкостью экспериментальной работы 
из-за невозможности непрерывного слежения за 
протеканием реакции. Поэтому при поиске но-
вых ферментов этого семейства, первичной ха-
рактеристике мутантов, изучении зависимости 
каталитических свойств от условий и в других 
кинетических исследованиях особое значение 
приобрели так называемые цветные (хромоген-
ные) субстраты (табл. 2), при превращении кото-
рых образуются окрашенные продукты. Их ис-
пользование позволяет легко заметить, в каких 
колониях появляются желтые пятна и продуци-
руются искомые ферменты/мутанты. 

При непрерывной спектрофотометрической 
регистрации удобно изучать зависимость катали-
тических свойств пенициллинацилазы от условий 
проведения реакции (при изменении концентра-
ции субстрата, рН, температуры, в присутствии 
или отсутствии ингибиторов и т.п.). Так, с ис-
пользованием хромогенного субстрата 2-нитро-5-
(фенилацетил)аминобензойной кислоты (NIPAB) 

было показано высокое сродство фермента к 
ацильной группе [16]. 

Еще одной важной областью успешного ис-
пользования цветных субстратов разной реак-
ционной способности стало изучение реакций 
ферментативного гидролиза, так называемых 
«невидимых» субстратов, слежение за которы-
ми затруднительно. В этом случае в реакцион-
ной системе присутствуют фермент и два суб-
страта – «видимый» (цветной) и «невидимый», а 
кинетика «видимой» реакции содержит инфор-
мацию о «невидимой». Поскольку слежение за 
подавляющим большинством реакций гидроли-
за, катализируемых пенициллинацилазой, за-
труднительно, были разработаны методика син-
теза цветных субстратов разной реакционной 
способности и подход к изучению «невидимых» 
реакций (схема 2) [51–53]. 

Этот метод позволяет определять кинети-
ческие параметры КМ и VМ ферментативного 
гидролиза, если цветной субстрат менее реак-
ционноспособен, чем «невидимый». Типичные 
кинетические кривые приведены на рис. 8. В про-
тивном случае, когда «видимый» субстрат более 
реакционноспособный, чем «невидимый», удает-
ся определить только значение КМ «невидимой» 
реакции, а максимальную скорость необходимо 
устанавливать в отдельном эксперименте.

Трудно детектируемой реакцией, катализи-
руемой пенициллинацилазой, является гидро-
лиз целого ряда субстратов – N-ацильных про-
изводных аминосоединений (аминокислот и 
пептидов, их амидов и сложных эфиров, ами-
носпиртов, первичных аминов), амидов кар-
боновых и гетероциклических кислот. Труд-
ность детектирования может быть связана 

Кинетическая схема реакций превращения двух суб-
стратов, катализируемых одним ферментом: «видимого» 
субстрата S, продуктом превращения которого является 
окрашенный продукт P3, и «невидимого» субстрата B, 
продукты превращения которого не регистрируются ис-

пользуемой системой детекции

С х е м а  2
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 Т а б л и ц а  2

Кинетические параметры гидролиза хромогенных субстратов, катализируемого пенициллинацилазами                     
из A. faecalis (подчеркнуто) и E. coli (0,01 M KH2PO4; 0,1 M KCl; pH 7,5; 25 oC)

Субстрат kкат., с
–1 KM, мкM kкат./ KM, M–1·с–1  ε400, М

–1·см–1

44,1

50

9,0

120

4,9·106

4.2·105 9500

1,6
0.8

43
100

3,7·104

8.0·103 9500

95
26

4,5
26

2,1·107

1,0·106 9500

55
10

270
600

2,0·105

1,7·104 9500

1,5
1,2

120
70

1,3·104

1,7·104 10 500

101
100

5,0
80

2,0·107

1,3·106 700

41,2
9,0

7,4
40

5,6·106

2,3·105 6500

110
300

3,4
60

3,2·107

5,0·106 12 000

1,5
3,0

15
50

1,0·105

6,0·104 12 000
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либо с невозможностью непрерывного слеже-
ния за протеканием реакции, что существенно ос-
ложняет проведение кинетических исследований, 
либо с низкой чувствительностью методов опре-
деления компонентов реакционной смеси, что 
ограничивает проведение кинетических иссле-
дований только при высокой концентрации суб-
стратов. В обоих случаях цветные («видимые») 
субстраты фермента, обеспечивающие удобное 
непрерывное слежение за протеканием процес-

са, помогают  получить информацию о кинетике 
труднодетектируемых реакций. С помощью та-
кого подхода была изучена специфичность пени-
циллинацилазы в реакции гидролиза N-ацильных 
производных ряда аминосоединений (табл. 3).

Титрование активных центров 
пенициллинацилаз

При анализе возможностей и сложности ки-
нетических исследований в энзимологии следует 

Рис. 8. Кинетические кривые 1 на рисунках А и Б показывают накопление 
регистрируемого системой детекции продукта P3 в реакции фермента-
тивного превращения «видимого» субстрата в отсутствие «невидимого» 
субстрата в реакционной смеси. Кинетические кривые 2 на рисунках А и 
Б показывают накопление продукта P3 в реакции ферментативного пре-
вращения «видимого» субстрата в присутствии «невидимого» субстрата 
в реакционной смеси в соответствии со схемой 2.  А – отношение kкат./ KM 
для «невидимого» субстрата намного меньше kкат./ KM для «видимого» 
субстрата, Б – отношение kкат./ KM для «невидимого» субстрата намного 

больше этого значения для «видимого» субстрата 
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упомянуть проблему титрования активных цен-
тров ферментов, т.е. определения концентрации 
активного фермента в исследуемых препаратах. 
Это важно при сравнении каталитической актив-
ности ферментов из разных источников, а также 
при характеристике мутантов, создаваемых мето-
дами белковой инженерии. Титрование активных 
центров фермента позволяет определить значе-
ние каталитической константы ферментативной 
реакции и в дальнейшем сравнивать препараты 
на этой количественной основе. К сожалению, 
для большинства ферментов методы определе-
ния концентрации активных центров неизвестны. 
Пенициллинацилаза представляет собой редкий 
пример, когда титрование активных центров воз-
можно. Интересно, что для этой цели оказалось 
пригодным широко известное в энзимологии со-
единение фенилметилсульфонилфторид, в свое 
время синтезированное для необратимого инги-
бирования α-химотрипсина и используемое для 

 Т а б л и ц а  3

Кинетические параметры ферментативного гидролиза N-фенилацетильных производных L-α-аминокислот, 
катализируемого пенициллинацилазой из E. coli (0,01 M KH2PO4; 0,1 M KCl; pH 7,5; 25 oC)

Субстрат kкат., с
–1 KM, мкM kкат./ KM ·10–6 , M–1·с–1

Phac-L-Phe 47 1.5 31

Phac-L-Ala 270 13 21

Phac-L-norLeu 118 10 12

Phac-L-norVal 116 12 9,7

Phac-L-Phg 111 17 6,5

Phac-L-Asn 204 59 3,5

Phac-L-Leu 73 31 2,4

Phac-L-Glu 230 99 2,3

Phac-L-Arg 130 110 1,2

α-Phac-L-Lys 180 170 1,1

Phac-L-Val 11 12 0,92

Phac-L-Asp 138 230 0,60

инактивации протеаз при выделении и очистке 
белков. Пенициллинацилаза способна чрезвы-
чайно эффективно связывать фенилметилсуль-
фонилфторид и образовывать фермент-ингиби-
торный комплекс, что в дальнейшем приводит к 
ковалентной модификации ключевого каталити-
ческого остатка серина и инактивации фермента 
[54, 55] (схема 3).

Хотя внутримолекулярная модификация ката-
литического серина после связывания ингибито-
ра в активном центре в случае α-химотрипсина 
и пенициллинацилазы протекает практически с 
одинаковой константой скорости, пенициллинаци-
лаза способна на пять порядков более эффективно 
связывать ингибитор (константа скорости инак-
тивации α-химотрипсина 5,2∙10–2 с–1, константа 
связывания Ki = 5,6 мМ [56], константа скорости 
инактивации пенициллинацилазы 6,0∙10–2 с–1, 
константа связывания Ki = 59 нМ [54]), поэто-
му даже в сильно разбавленных растворах под 

С х е м а  3

Кинетическая схема действия необратимого 
ингибитора, способного связываться в актив-
ном центре фермента. E – фермент, I – необ-
ратимый ингибитор, EI – комплекс фермент-
ингибитор, Е* – инактивированный фермент
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действием фенилметилсульфонилфторида про-
исходит быстрая (за несколько минут) стехио-
метрическая инактивация пенициллинацилазы, 
что может быть использовано для титрования 
активных центров [54, 55, 57, 58]. Характерная 
зависимость остаточной активности пеницилли-
нацилазы после добавления титранта (фенилме-
тилсульфонилфторида) разной концентрации в 
раствор пенициллинацилазы, позволяющая опре-
делить концентрацию активных центров фермен-
та, представлена на рис. 9.

Доказательством того, что взаимодействие 
с фенилметилсульфонилфторидом приводит к 
инактивации остатка серина в активном центре 
пенициллинацилазы, является возможность реак-
тивации фермента при добавлении специфичного 
для данного фермента нуклеофила 6-аминопени-
циллановой кислоты [54], что было установле-
но еще до появления соответствующих данных 
рентгеноструктурного анализа [59]. Разработка 
метода титрования активных центров пеницил-
линацилазы позволила определить значение ката-
литических констант, сравнить каталитическую 
активность ферментных препаратов из разных 
источников, а также мутантных форм фермен-
та, полученных методами белковой инженерии.  

Кроме того, появилась возможность следить за 
эффективностью методов иммобилизации фер-
ментов и выявлять случаи, когда снижение актив-
ности препарата связано не с потерей активных 
центров, а со снижением каталитических свойств 
[58]. Следует отметить, что этот метод весьма ак-
тивно используется в разных лабораториях для 
решения специальных задач: 

при определении содержания активного фер-
мента в высокоочищенных препаратах, которое 
проводят, чтобы убедиться, что в ходе выделения 
не произошла инактивация фермента; 

при определении абсолютных значений ката-
литических констант ферментативных реакций; 

при слежении за сохранением активных цен-
тров фермента в ходе иммобилизации, сравнении 
мутантных форм и препаратов из разных источ-
ников [60–67].

Взаимодействие пенициллинацилазы                          
с полиэлектролитами и конъюгаты со стимул-

чувствительными полимерами. «Умные» 
катализаторы»

К дополнительным возможностям регуляции 
активности пенициллинацилазы приводит взаи-
модействие с полиэлектролитами, когда в зави-

Рис. 9. Титрование активных центров пенициллинацилазы из A. faecalis 
с помощью фенилметилсульфонилфторида: зависимость остаточной ка-
талитической активности от концентрации добавленного ингибитора. За 
активностью фермента одновременно следили по реакциям гидролиза 
2-нитро-5-(фенилацетил)аминобензойной кислоты (●), бензилпеницилли-
на (○), феноксиметилпенициллина (▲) и п-нитрофенилацетата (Δ) (0,01M 

фосфатный буфер; pH 6.0; 0,1 M KCl, 22 °C) 
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симости от того, используется поликатион или 
понианион, можно сдвинуть рН-зависимость 
каталитической активности или стабильности в 
ту или иную сторону [68]. При образовании так 
называемых стехиометрических полиэлектро-
литных комплексов, когда при смешении рас-
творов противоположно заряженных полиэлек-
тролитов происходит выпадение комплекса в 
осадок, возможен захват присутствующего в си-
стеме фермента и его физическая иммобилиза-
ция. Исследования показали, что эффективность 
иммобилизации можно увеличить, например за 
счет введения в структуру полиэлектролитов 
гидрофобных фрагментов. Такая иммобилиза-
ция является обратимой, поскольку полиэлек-
тролитный комплекс может быть разрушен при 
изменении рН или при увеличении ионной силы 
раствора, и представляет пример возможной 
регуляции доступности субстрату и связан-
ных с этим изменений активности ферментов 
в живых системах, содержащих природные 
полиэлектролиты (ДНК, РНК, полисахариды, 
белки), что в последнее время понимается как 
условия макромолекулярного краудинга [69]. 
Следует отметить, что подобная регуляция ка-
талитической активности ферментов (и в широ-
ком смысле функциональной активности бел-
ков) за счет регуляции доступности, например 
при переходе из раствора в осадок, может осу-
ществляться не только в результате небольших 

Рис. 10. Изменение каталитической активности пенициллинацилазы (○) и алкогольдегидрогеназы (●), вклю-
ченных в состав нестехиометрических полиэлектролитных комплексов, образованных полиметакриловой 
кислотой и поли-4-винил-N-этилпиридиний бромидом, при изменении свойств реакционной среды: рН (А) 
и ионной силы (Б); В – зависимость изменения каталитической активности конъюгатов пенициллинацилазы 

(○) и α-химотрипсина (●) с поли-N-винилкапролактамом от температуры

изменений рН или ионной силы раствора, но 
и изменения температуры (рис. 10). Примером 
таких стимул-чувствительных систем могут 
служить конъюгаты ферментов с полимерами 
[70–76]. Включение ферментов в структуру по-
лиэлектролитных комплексов в результате ко-
валентного присоединения к поликатиону или 
полианиону позволяет создать препарат им-
мобилизованного фермента, количественный 
переход которого из раствора в осадок легко 
регулировать незначительным изменением рН 
или ионной силы окружающей среды [70–75], а 
также температуры [76]. 

В этом случае можно создавать нестехи-
ометрические полиэлектролитные комплек-
сы, ядро которых образовано за счет весьма 
плотного взаимодействия противоположно 
заряженных цепей, окруженного солюбили-
зирующими «хвостами» полиэлектролита, 
находящегося в избытке. При незначитель-
ном изменении рН в такой системе изменяет-
ся суммарный заряд комплекса, что приводит 
к его выпадению в осадок. Такое же измене-
ние кислотности среды в противоположном 
направлении приводит к растворению осадка 
(рис. 10, А).

На этой основе были созданы препараты иммо-
билизованных обратимо растворимых препаратов 
фермента [72], достоинством которых является 
возможность проведения биокаталитических 
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превращений в гомогенных условиях с рас-
творенным биокатализатором (без диффузион-
ных осложнений) и перевода биокатализатора 
в осадок для его отделения после завершения 
процесса, чтобы потом опять растворить для 
последующего цикла. В первую очередь это 
представляет интерес в процессах превращения 
высокомолекулярных и плохо растворимых суб-
стратов. Впоследствии такие стимул-чувстви-
тельные конъюгаты ферментов с полимерами 
получили название «умные» (smart) биокатали-
заторы [77–80].

Детальное изучение кинетики гидролиза бен-
зилпенициллина, катализируемого препаратом 
пенициллинацилазы, включенной в состав не-
стехиометрического комплекса, образованного 
полиметакриловой кислотой и поли-4-винил-N-
этилпиридинийбромидом в соотношении 3:1, в 
котором фермент был ковалентно присоединен 
к поликатиону, показало отсутствие влияния на 
значение константы Михаэлиса, в отличие от 
нативной пенициллинацилазы, некоторое сни-
жение (в 2,5 раза) каталитической константы и 
изменение профиля рН-зависимости в щелоч-
ной среде, а также существенное снижение 
(в 50 раз) ингибирующего влияния продукта 
реакции  – фенилуксусной кислоты [71]. Было 
показано, что уникальным свойством пени-
циллинацилазы, включенной в вышеописан-
ный полиэлектролитный комплекс, является 
способность саморегуляции: благодаря чув-
ствительности фазового состояния к ионной 
силе раствора и рН, реакция в зависимости от 
начальных условий в какой-то момент может 
остановиться, не достигнув полного превраще-
ния субстрата в продукты реакции [71]. Этот 
пример наталкивает на мысль, что подобный 

принцип регуляции может реализоваться и в 
живых системах [80].

Заключение

Исследование кинетики реакций, катализиру-
емых пенициллинацилазами, позволило не толь-
ко разработать математические модели, описы-
вающие изменение концентрации компонентов 
реакции от времени (вплоть до ее завершения), 
но и лучше понять молекулярные механизмы 
действия ферментов семейства, создать методы 
титрования их активных центров, регуляции ка-
талитических свойств, разработать стимул-чув-
ствительные биокатализаторы, а также найти 
более эффективные и новые пути практического 
применения пенициллинацилаз. Количественная 
характеристика препаратов пенициллинацилаз 
из разных источников и их мутантов на основе 
экспериментально определяемых кинетических 
параметров стала неотъемлемой частью мето-
дологии для подтверждения предсказаний био-
информатического анализа и компьютерного 
молекулярного моделирования при поиске более 
эффективных биокатализаторов, позволяющих 
добиться улучшения функциональных свойств 
и стабильности фермента. Необходимо отдать 
должное заслугам создателя научной школы хи-
мической энзимологии в России Ильи Василье-
вича Березина, его таланту и умению выбирать 
перспективные научные задачи, когда в 1960-е 
годы он решил круто изменить тему своей ра-
боты, занявшись кинетикой действия фермен-
тов и практическим применением биокатализа. 
Изучение пенициллинацилаз – одно из тех на-
правлений, где подходы, разработанные под 
руководством И.В. Березина, были успешно ис-
пользованы и продолжают применяться. 
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