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биологически активных веществ. 
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Стеролы – особая группа природных ве-

ществ, представляющих собой тетрацикли-
ческие спирты с циклопентанопергидрофе-
нантреновым углеродным остовом (рис. 1). 
Данные соединения присутствуют практи-
чески во всех тканях животных (холесте-
рол), растений (β-ситостерол, кампестерол, 
стигмастерол) и в микроорганизмах (эрго-
стерол), являются предшественниками сте-
роидных гормонов и желчных кислот, а 
также витаминов, некоторых защитных ве-
ществ, входят в состав клеточных мембран, 
стабилизируя их. За счет комплексообра-
зующих свойств стеролов обеспечивается 
детоксикация вредных для организма ве-
ществ, например, сапонинов и полиеновых 
антибиотиков. Главное отличие стеролов 
от стероидов заключается в наличии али-
фатической боковой цепи в молекуле. 
Сложность молекулярной структуры стеро-

лов нередко является причиной их трудо-
емкой многостадийной модификации хи-
мическими методами с применением доро-
гостоящих и агрессивных реагентов. 

Более эффективная трансформация сте-
ролов достигается с использованием бакте-
рий, высокий биокаталитический потенци-
ал которых в отношении данных веществ 
был обнаружен еще в начале XX века. Од-
нако обстоятельный научный анализ воз-
можностей использования бактерий для од-
ностадийного биокаталитического синтеза 
стероидных гормонов из стеролов появил-
ся только в 40-е годы, что привело к стре-
мительному развитию данной области ис-
следований. Внедрение в промышленное 
производство биотехнологических спосо-
бов получения стероидных гормонов и ин-
термедиатов для их синтеза с использова-
нием бактерий позволило значительно сни-
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зить себестоимость создаваемых на их ос-
нове лекарственных препаратов [1]. Следу-
ет отметить, что, несмотря на высокую се-
лективность и субстратную специфичность 
индивидуальных бактериальных фермен-
тов, в процессе биотрансформации стеро-
лов в основном используются целые клет-
ки бактерий, что позволяет трансформиро-
вать не только заданный субстрат, но и его 
структурные аналоги в одну стадию. Из-
вестны отдельные исследования по био-
трансформации стеролов с использованием 
ферментных препаратов, промышленное 
применение которых, как показывает прак-
тика, ограничивается низкой устойчиво-
стью и узким кругом метаболизируемых 
ими субстратов [3]. 

Наиболее характерные продукты, обра-
зующиеся в процессе бактериальной 
трансформации стеролов, – это производ-
ные андростанового типа андрост-4-ен-
3,17-дион (1) и андроста-1,4-диен-3,17-ди-
он (2), используемые в качестве ключевых 
соединений в промышленном синтезе ле-
карственных гормональных препаратов. 

(1)
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В последнее время наряду с холесте-

ролом – основным источником андроста-
новых веществ, все чаще в роли субстра-
тов бактериальной трансформации рас-
сматриваются стеролы растительного 
происхождения (фитостеролы). При этом 
особое внимание уделяется β-ситостеро-
лу, получаемому в результате химиче-
ской переработки отходов деревообраба-
тывающей промышленности. Преимуще-
ства использования β-ситостерола заклю-
чаются в широком распространении его в 
природе, доступности для микроорганиз-
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Рис. 1. Химическая структура основных представителей стеролов 
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мов и относительно низкой стоимости по-
лучения [21]. В медицинской практике 
применение β-ситостерола и его произ-
водных направлено на профилактику сер-
дечно-сосудистых заболеваний и коррек-
цию липидно-жирового обмена. Выявле-
но также, что многие из производных 
β-ситостерола проявляют ангиогенное, 
жаропонижающее, иммуномодулирую-
щее, противоопухолевое, антимутагенное 
действие. 

В основном подбор оптимальных ус-
ловий процесса биотрансформации холе-
стерола, β-ситостерола и их аналогов в 
андростановые вещества проводится с ис-
пользованием бактерий, активно расту-
щих в жидких питательных средах. Повы-
шение растворимости в водной среде и 
биодоступности для бактерий стеролов, 
имеющих липофильную природу, явля-
ются основными задачами при разработке 
эффективных способов биотрансформа-
ции данных соединений [6, 21, 23]. Это 
достигается в результате исследования 
влияния на процесс биотрансформации 
стеролов состава питательной среды, ин-
дукторов каталитической активности бак-
терий, дополнительных источников угле-
рода, растворителей и поверхностно-ак-
тивных веществ (сурфактантов), модифи-
кации клеточной стенки бактерий, их ге-
нетической трансформации, а также адап-
тации к экстремально высоким (до 56 г/л) 
концентрациям стеролов. В качестве по-
верхностно-активных веществ (ПАВов) в 
процессе биотрансформации стеролов в 
андростановые соединения наиболее час-
то применяются Твины – синтетические 
сурфактанты неионной природы, и цик-
лодекстрины – циклические олигосахари-
ды, образующие комплексы с липофиль-
ными соединениями. 

Описаны также примеры биоконвер-
сии стеролов с использованием липида ле-
цитина или неионных сурфактантов Три-
тона X-100 и X-114 [9, 18]. Несмотря на 
многочисленные сведения по биотранс-
формации стеролов в андростановые со-
единения в присутствии ПАВов, подобные 
исследования не утратили свою актуаль-

ность. Постоянно проводится оценка 
трансформирующей активности новых 
бактериальных биокатализаторов в при-
сутствии Твинов и циклодекстринов, ис-
следуется процесс биотрансформации сте-
ролов в условиях добавления в питатель-
ную среду ПАВов, ранее не применяемых 
в подобных исследованиях [8, 16, 23]. 

Начальная стадия биотрансформации 
стеролов в андростановые соединения – 
отдельная область исследования катали-
тической активности бактерий и их фер-
ментов. Окисление стеролов на данном 
этапе происходит, как правило, под дей-
ствием холестеролоксидазы – фермента, 
относящегося к группе оксидоредуктаз, 
использующих в качестве акцептора 
электронов молекулярный кислород 
(рис. 2). Интерес к бактериальным проду-
центам холестеролоксидазы обусловлен 
широким практическим использованием 
данного фермента в диагностике уровня 
холестерола в биологических жидкостях 
при переработке холестеролсодержащего 
сырья в диетические продукты, промыш-
ленном получении физиологически ак-
тивных стероидов. 

Данный фермент наиболее активно 
продуцируется бактериями родов Arthro-
bacter, Mycobacterium, Pseudomonas, 
Rhodococcus, а также представителями 
Brevibacterium sterolicum, Schizophyllum 
commune, Streptomyces violascens, 
Streptoverticillium cholesterolicum [10]. 
При этом наиболее высокой активностью 
характеризуются представители Rhodo-
coccus equi, патогенная природа которых 
ограничивает их коммерческое примене-
ние. Описаны непатогенные продуценты 
данного фермента (Rhodococcus erythro-
polis, в частности), которые используются 
для окисления в препаративных масштабах 
как стероидных, так и нестероидных соеди-
нений (аллиловых, моно- и полицикличе-
ских спиртов) [7, 13, 25]. 

Практически во всех работах холесте-
рол применяется как индуктор фермента-
тивной активности холестеролоксидазы, 
при этом в качестве основного продукта 
реакции образуется холест-4-ен-3-он. 
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Вместе с тем описаны соединения, полу-
чаемые из растительных стеролов под 
действием данного фермента, обладаю-
щие ценной физиологической активно-
стью. Так, стигмаст-4-ен-3-он, образую-
щийся из β-ситостерола, перспективен 
при лечении доброкачественной опухоли 
простаты и способствует снижению глю-
козы в крови при гипергликемии [4, 28]. 
В основном исследования, касающиеся 
биокаталитического образования стиг-
маст-4-ен-3-она, ограничиваются оценкой 
активности холестеролоксидазы в отно-
шении β-ситостерола. Описан процесс 
биотрансформации 5 г/л β-ситостерола с 
образованием 40 % стигмаст-4-ен-3-она 
под действием холестеролоксидазы родо-
кокков [17]. Недавно в результате изуче-
ния трансформирующей активности бак-
терий R. erythropolis, поддерживаемых в 
Региональной профилированной коллек-
ции алканотрофных микроорганизмов 
Института экологии и генетики микроор-
ганизмов УрО РАН (акроним ИЭГМ, но-
мер во Всемирной федерации коллекций 
культур 768, www.iegm.ru/iegmcol), раз-

работан эффективный способ биокатали-
тического получения стигмаст-4-ен-3-она 
из β-ситостерола [2]. Проведены деталь-
ные исследования процесса биотрансфор-
мации β-ситостерола в высоких концен-
трациях в присутствии углеводородов, 
жирных кислот в условиях добавления 
ПАВов Твина-80 и β-циклодекстрина 
(рис. 3). Установлено, что добавление в 
инкубационную среду свободной пальми-
тиновой кислоты в качестве индуктора 
холестеролоксидазной активности родо-
кокков позволяет сократить продолжи-
тельность процесса биоконверсии β-сито-
стерола в стигмаст-4-ен-3-он с 7 до 5 сут. 
Отобраны бактерии, трансформирующие 
10 г/л β-ситостерола с образованием от 45 
до 75 % стигмаст-4-ен-3-она (табл. 1). 

Известно, что физиологическое состоя-
ние бактериальных клеток может оказы-
вать значительное влияние на процесс био-
трансформации органических веществ. 

Как показывает практика, высокая 
трансформирующая способность бакте-
рий в неростовых условиях достигается 
реже, чем при использовании ростовых  
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Рис. 2. Биотрансформация стеролов под действием холестеролоксидазы  
с образованием 4-ен-3-оновых продуктов 
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Таблица 1 

Биотрансформация β-ситостерола представителями R. erythropolis 

Штамм 
Cтигмаст-4-ен-3-он, 

% 
Штамм 

Cтигмаст-4-ен-3-он, 
% 

Абиотический контроль 0 R. erythropolis ИЭГМ 270 47 
R. erythropolis ИЭГМ 10 52 R. erythropolis ИЭГМ 487 45 
R. erythropolis ИЭГМ 11 61 R. erythropolis ИЭГМ 490 75 
R. erythropolis ИЭГМ 18 59 R. erythropolis ИЭГМ 503 54 
R. erythropolis ИЭГМ 20 57 R. erythropolis ИЭГМ 507 60 
R. erythropolis ИЭГМ 179 44 R. erythropolis ИЭГМ 609 55 
R. erythropolis ИЭГМ 183 57 R. erythropolis ИЭГМ 682 49 
R. erythropolis ИЭГМ 190 52 R. erythropolis ИЭГМ 683 51 
R. erythropolis ИЭГМ 212 57 R. erythropolis ИЭГМ 698 49 
R. erythropolis ИЭГМ 244 57 R. erythropolis ИЭГМ 745 52 
R. erythropolis ИЭГМ 267 51 R. erythropolis ИЭГМ 766 60 
 

-

-

-

-

-

-

-

-

0 20 40 60 80 100 120

Циклодекстрин + Твин-80 (10,0 г/л)

Циклодекстрин + Твин-80 (9,0 г/л)

Циклодекстрин + Твин-80 (8,0 г/л)

Циклодекстрин + Твин-80 (6,0 г/л)

Циклодекстрин + Твин-80 (5,0 г/л)

Циклодекстрин + Твин-80 (4,0 г/л)

Циклодекстрин + Твин-80 (2,0 г/л)

Циклодекстрин + Изопропанол (2,0 г/л)

Твин-80 (2,0 г/л)

Твин-80 (1,5 г/л)

Твин-80 (1,0 г/л)

Твин-60 (1,0 г/л)

Твин-40 (1,0 г/л)

Изопропанол (контроль) (1,0 г/л)

Стигмаст-4-ен-3-он, %

Комплекс включения с -циклодекстрином 
+ изопропанол (2,0 г/л)  

Рис. 3. Биотрансформация β-ситостерола в стигмаст-4-ен-3-он R. erythropolis ИЭГМ 487 
в присутствии н-гексадекана и пальмитиновой кислоты в условиях добавления  

Твинов и β-циклодекстрина. В скобках приведена исходная концентрация  
β-ситостерола в ростовой среде 
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сред, в которых бактериальные культуры, 
как правило, проявляют максимальную 
метаболическую активность. Вместе с 
тем использование нерастущих форм 
биокатализаторов позволяет значительно 
сократить продолжительность процесса 
биотрансформации по сравнению с тако-
вой при использовании активно растущих 
культур, при этом процесс может прово-
диться в нестерильных условиях, в при-
сутствии более высоких концентраций 
субстратов [9]. 

Данные преимущества достигаются 
также при использовании иммобилизован-
ных клеток бактерий. Иммобилизацией 
(от лат. immobilis – неподвижный) в био-
технологии называют процесс фиксации 
целых клеток или индивидуальных фер-
ментов на нерастворимой основе в резуль-
тате их адсорбции на поверхности или 
включения внутрь носителя. Нерастущие 
и иммобилизованные бактериальные клет-
ки более стабильны, пригодны к много-
кратному использованию, устойчивы к 
экстремальным факторам внешней среды. 
Применение нерастущих и иммобилизо-
ванных бактериальных клеток в процессе 
биотрансформации стеролов носит фраг-
ментарный характер. При этом в качестве 
сред культивирования активно использу-
ются двухфазные системы (органический 
растворитель/вода), что позволяет не толь-
ко решить проблему растворимости гид-
рофобных субстратов, но и снизить токси-
ческий эффект образующихся продуктов. 

Установлено, что при использовании 
фталатов, силиконового масла или поли-
пропиленгликоля в качестве органиче-

ской фазы достигается количественная 
конверсия -ситостерола в анд-
рост-4-ен-3,17-дион нерастущими бакте-
риями. В табл. 2 приведены сведения по 
биотрансформации -ситостерола или 
обогащенной -ситостеролом смеси рас-
тительных стеролов иммобилизованными 
бактериями с образованием анд-
рост-4-ен-3,17-диона. 

В результате исследования стерол-
трансформирующей способности актино-
бактерий рода Rhodococcus, закреплен-
ных на поверхности твердых носителей, 
нами получены иммобилизованные био-
катализаторы с относительно высокой 
окислительной активностью в отношении 
β-ситостерола. При этом установлено, 
что, несмотря на высокий (80 %) уровень 
адсорбции родококков на каталитическом 
волокнистом углероде, использование 
данного биокатализатора не перспектив-
но ввиду его низкой (3,5 %) активности в 
отношении β-ситостерола. Эффективная 
(57 %) биотрансформации β-ситостерола 
в стигмаст-4-ен-3-он достигается при ис-
пользовании клеток родококков, закреп-
ленных на технической полимерной тка-
ни (рис. 4). 

Наряду с подбором оптимальных ус-
ловий образования характерных продук-
тов биотрансформации стеролов постоян-
но выявляются новые каталитические 
свойства бактерий в отношении данных 
субстратов. Так, установлено, что помимо 
андрост-4-ен-3,17-диона и андро-
ста-1,4-диен-3,17-диона, в качестве про-
дуктов биотрансформации холестерола 
или β-ситостерола бактериями образуют-

Таблица 2 
Биотрансформация β-ситостерола  

в андрост-4-ен-3,17-дион иммобилизованными клетками микобактерий 
Среда культивирования Носитель Выход продукта, % Ссылка 

Органический растворитель 
бис(2-этилгексил) фталат Целит 70 [12] 

Двухфазная система 
с бис(2-этилгексил) фталатом Хризотил 90 [11] 

Трис–HCl буфер Силикон 40 [15] 

Среда с глюкозой 
Гидрогель 

поливинилового 
спирта и 

поливинилпиролидона 
82 [5] 

 



ВЕСТНИК ПЕРМСКОГО НАУЧНОГО ЦЕНТРА 2/2013  

 10 

ся мужской половой гормон тестосте-
рон (3), продукты с частично редуциро-
ванной боковой цепью, а также важные 
предшественники в синтезе биологически 
активных стероидов, в том числе глюко-
кортикоидных гормонов [19, 20, 24, 27]. 
Сравнительно недавно выявлено, что в 
процессе биотрансформации смеси расти-
тельных стеролов бактериями Moraxella 
ovis и Corynebacterium urealyticum в каче-
стве продукта реакции наряду с соедине-
ниями андростанового типа регистриру-
ется образование женского полового гор-
мона эстрона (4) [22]. 

O

OH

(3)  

HO

O

(4)  
Детально исследована реакция этери-

фикации стеролов жирными кислотами, 
при этом в качестве биокатализаторов ис-

пользованы иммобилизованные бактери-
альные ферменты. Разработаны эффек-
тивные методы получения эфиров холе-
стерола или разделения смеси раститель-
ных стеролов под действием липаз бакте-
рий родов Alcaligenes, Pseudomonas, 
Chromatobacter или ацилтрансферазы 
Aeromonas salmonicida [26, 29, 30]. Инте-
рес представляют результаты, получен-
ные нами в процессе биотрансформации 
родококками -ситостерола, в неросто-
вых условиях. Установлено, что в фос-
фатно-щелочном буфере с нейтральным 
или слабощелочным pH при участии дан-
ных бактерий происходит процесс био-
трансформации -ситостерола с образова-
нием этерифицированного продукта – 
ацетата -ситостерола (5). 

CH3COO
(5)  

Приведенные в статье сведения свиде-
тельствуют о том, что, несмотря на боль-
шое число работ по бактериальной транс-
формации стеролов, данная область ис-
следования по-прежнему остается акту-
альной. Выявляются новые закономерно-

0

20

40

60

80

1 2 3 4 5 6

С
ти

гм
ас

т-
4-

ен
-3

-о
н,

 %

Каталитический волокнистый углерод
Техническая полимерная ткань

Рис. 4. Биотрансформация β-ситостерола 
иммобилизованными родококками в минеральной среде «К»  
с добавлением н-гексадекана (1, 4) или глюкозы (2, 5); среде 

D. Wilmańska и др. [14] (3, 6) 
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сти процесса биоконверсии исходных 
субстратов бактериями; разрабатываются 
эффективные методы биотрансформации 
стеролов с образованием известных или 
ранее не описанных фармакологически 
активных соединений. Необходимо отме-
тить, что биотрансформация стеролов не-

растущими и иммобилизованными биока-
тализаторами в большинстве исследова-
ний проводится с применением фитосте-
ролов, а не холестерола, активно исполь-
зуемого для получения андростановых 
соединений в условиях роста бактерий в 
питательных средах. 
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