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А.И. Кёстнер Э.А. Эббер

ПРОГРАММЫ ДЛЯ ОПТИМИЗАЦИИ БИОКАТАЛИТИЧЕСКИХ
ПРОЦЕССОВ. СООБЩЕНИЕ 111. ПЕРВИЧНАЯ ОБРАБОТКА
РЕЗУЛЬТАТОВ МИКРОКАЛОРИМЕТРИЧЕСКИХ ЭКСПЕРИМЕНТОВ

В наших предыдущих работах CI, 23 разработан подход
к оптимизации технологических биокаталитических процессов
путем анализа кинетико-экономического уравнения, описываю-
щего целевую функцию процесса. Этот подход может быть при-
менен не только для биокаталитических процессов, но и для
оптимизации процессов микробиологического синтеза. Одной
из основных составных частей рассматриваемого кинетико-
экономического уравнения для оптимизации процессов явля-
ется функция продуктивности, количественно описывающая за-
висимость интенсивности процесса от характеристик ката-
лизатора, концентрации и степени превращения субстрата. Н-
еобходимые значения параметров, входящих в основное урав-
нение, определяются экспериментально.

Одним из удобных методов непрерывного наблюдения за
процессами микробиологического синтеза является калоримет-
рическое исследование. Для полного описания биосинтетиче-
ских процессов необходимо наряду с результатами калоримет-
рических исследований определить также изменение химиче-
ского состава среды, количество образованной биомассы,ко-
личество жизнеспособных (метаболитически активных) микро-
организмов. Для предварительной характеристики процессов
микробиологического синтеза, т.е. для количественного опи-
сания изменения интенсивности процесса от времени доста-
точно использовать только результаты микрокалориметриче-
ских экспериментов. В ряде работ СЗ, 43 описаны результа-
ты микрокалориметрических исследований ферментационных
процессов. Однако до сих пор не разработано единого под-
хода для количественного описания подобных кривых,в част-
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ности, решения обратной задачи, т.е. выявление формы основ-
ного уравнения, проведение дискриминации между отдельными
моделями и расчета значений и доверительных границ для па-
раметров, характеризующих данную модель. Очевидно,что один
и тот же процесс мржет быть описан разными альтернативными
математическими моделями.

В настоящей статье предложен комплекс программ для ма-
тематической обработки результатов микрокалориметрических
опытов. Решение поставленной задачи проводилось поэтапно.
Первый этап включает запись экспериментальных данных на
магнитный носитель информации и предварительную обработку
данных с записью промежуточных результатов. На втором эта-
пе осуществляется поиск формы уравнения и его параметриза-
ция. Для получения экспериментальных кривых проводились ка-
лориметрические опыты в анаэробных условиях с микроорганиз-
мом Вас.гласе га ns. Эта культура является источником мно-
гих ферментов, которые могут быть применены для целенаправ-
ленной трансформации крахмала, в том числе для получения
циклодестринов.

Математическая модель

Процесс развития микроорганизмов в замкнутой системе
сопровождается комплексом химических реакций, приростом
микроорганизмов и последующим их отмиранием. Полное описа-
ние такой системы является сложной задачей и возможно толь-
ко на основе большого экспериментального материала. С целью
разработки обоснованного подхода к первичной обработке ре-
зультатов калориметрических экспериментов целесообразно ис-
ходить из упрощенной модели процесса.

Как известно, многие энзиматические реакции ингибиру-
ются продуктами. Для многих ферментов кинетика глубокой кон-
версии субстрата может быть описана уравнением:

где Vm - максимальная скорость превращения субстрата при
данной начальной концентрации субстрата, моль на
единицу массы каталитически активного вещества;

х - степень превращения субстрата;

ue .

Vf° (I)a 1 + + A^x2
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u a ~ скорость при достигнутой степени конверсии.
Во время развития культуры количество активной био-

массы непрерывно меняется и суммарная скорость расхода
субстрата равняется

u s = N- и А , (2)

где N - количество активной (жизнеспособной) биомассы.
Предполагалось, что скорость прироста биомассы пропорцио-
нальна расходу субстрата

=UC,= VU S’ (3)

где - коэффициент пропорциональности роста.
Предполагалось, что в случае анаэробных процессов сте-

пень включения массы в микроорганизмы незначительна и почти
весь субстрат превращается в низкомолекулярный продукт ка-
таболизма, т.е. действительно уравнение

(4)
dx dx

В этом случае степень конверсии субстрата описывается как
S 0-S

» = —õ- » (5)
°о

где S 0 - начальная концентрация субстрата;
S - текущая концентрация субстрата.
Одновременно с накоплением продукта ускоряется процесс

отмирания микроорганизмов. Предполагалось, что при заданных
исходных условиях скорость этого процесса гиперболически
увеличивается с увеличением степени превращения и описыва-
ется уравнением

dN2 _ ■ ..
xD .*

dx D А 2+ X
* (6)

где к р — коэффициент пропорциональности отмирания.
Следовательно, суммарная скорость изменения количества ак-
тивной биомассы равняется

= u6 -ud =N.F(x), (7)

где функция F(x) определяется как

г/ \
kq*V m*(1-x) кь .хF(x) = J2 -

_е—
. (8)1 + А1.х-А2-х 2 А 3+х ' '



(I

Чтобы увязать вышеприведенные закономерности с наблю-
даемыми тепловыми эффектами, предполагалось, что реакция
отмирания микроорганизмов протекает без существенного теп-
лового изменения энтальпии, а реакции (2) и (3) экзотермич-
ны с молярным изменением энтальпии GLS и Q^. Следовательно,
общая тепловая мощность системы определяется

Из вышеизложенного вытекает, что

где Q s +
- суммарный коэффициент изменения энталь-

пии.
С другой стороны, суммарное количество расходованного суб-

Исходя из (6) и (8), получили г

Из вышеприведенного следует, что при обработке экс-
периментальных результатов целесообразно провести анализ
зависимостей между тепловой мощностью, ее первой производ-
ной и интегральным изменением энтальпии. При испытании не-
скольких вариантов количественного описания калориметриче-
ских опытов, при дискриминации и параметризации уравне-
ний для описания кинетики глубокой конверсии целесообразно
первичную обработку данных, т.е. их интегрирование и диф-
ференцирование проводить один раз и записать полученные
промежуточные результаты на магнитный носитель. Файлы дан-
ных можно в последующем использовать многократно.

При численном дифференцировании экспериментальных кри-
вых целесообразно их предварительно сглаживать. Хотя сгла-
живание кривых приводит к некоторым искажениям, оно необ-
ходимо во избежание случайных "всплесков" на кривой произ-
водных.

Для сглаживания кривых применялся метод кубических
сплайнов. Основная программа для расчета заимствована из
Сs], модифицирована в одномерную форму и приспособлена к

6

W = •Qs + us * К-с,* O.Q* (9)

dW
_ 0 dN (т 0 )

страта определяется интеграломт
Р = SO -S us dr. (II)

о

VS-iJwdT. (12)т о
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повторному расчету по обрабатываемой кривой. Степень сгла-
живания определялась шагом М. При М=o все эксперименталь-
ные точки принимались как узлы и расчет по кривой прово-
дился только один раз. В случае М=l,2 в качестве узлов
взбирались экспериментальные точки через М. Расчет по кри-
вой проводился M+l раз. Полученная сглаженная кривая пред-
ставлялась как среднее арифметическое от узловых и интер-
полированных точек.

Пакет программ для расчета

Для первичной обработки и графического изображения
экспериментальных данных, а также для предварительной про-
верки адекватности рассматриваемых моделей был создан па-
кет программ. Общая функциональная схема пакета приведена
на рис. I.

Основные программы созданного пакета выполняют сле-
дующие функции.

Программа CALFILE применялась для записи данных о
проведенном опыте и координат экспериментальных точек.Пр-
ограмма создавала файл типа *,PRI.

Программа CALGEN создавала такие же файлы *•. РР ч 1 по
модели, описанной уравнениями (I-II). По оси времени зада-
валось 100 точек, расчет по кривой проводился линейно по
производной текущей точке. Рассчитанные кривые до записи
изображались на дисплее, что позволяло провести первона-
чальную проверку соответствия модели и его коэффициентов
реальным экспериментам.

Программа CALPRI проводила сглаживание исходных то-
чек методом кубических сплайнов, и образовывала файлы с
обозначением *.SEC, которые содержат для каждой точки
значения аргумента, функции, ее производной и интеграла.
Для каждого произвольно подобранного значения шага обра-
ботки М создается отдельный файл этого типа. Файлы этого
типа были предусмотрены для использования программой
CALMOD для проверки адекватности моделей и расчета их
коэффициентов методом наименьших квадратов. Эта программа
будет описана авторами в последующих сообщениях.
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Программа CALS С 0 предусматриваясь для графиче-
ской обработки полученных файлов типа *. SEC. Выходом
этой программы являлись изображения на экране дисплея и
файлы на специальном языке графопостроителя с обозначени-
ем *. PLO. Эти файлы с помощью стандартной программы PIP
выводятся на графопостроителе.

Программы составлены на языке Бейсик для операционной
системы СР/М.

Рис. 1. Функциональная схема пакета программ;
L I отдельные программы, С ") - файлы
В - устройства для графического изображения.



Экспериментальная часть

Калориметрические опыты проводились на мониторе био-
активности ЖБ 2277 в герметически закрытых стеклянных
ампулах объемом 3 мл. Исследовалась культура Bac.macerans
Посевной материал выращивали на питательной среде, содержа-
щей 15 % мелконарезанного картофеля и 1,5 % мела для под-
держания pH в водопроводной воде при 37 °С в течение 42-78
часов.

В опытах применяли ту же питательную среду, которую
предварительно отфильтровывали, разливали по ампулам и сте-
рилизовали при I атм в течение 20 минут. Посевной материал
добавляли в ампулы со стерилизованной питательной средой в
соотношении 10:1. Ампулу для контрольного измерительного
цилиндра заполняли равным объемом опытной питательной сре-
ды. Затем ампулы герметически закрывали, опускали в кало-
риметр и проводили наблюдения за тепловыделением культуры.
В ходе реакций проводилась запись величины теплового по-
тока W.

В экспериментах изменяли объем питательной среды от
I до 2 мл и соответственно количество посевного материа-
ла (0,1-0,2 мл). Опыты проводились с различным содержани-
ем сахаров и количеством от (0,1-0,2 мл) -циклодекстри-
нов в среде. Исследовали различные штаммы культуры Вас-
та с erans. Продолжительность одного опыта 48-50 часов.

Всего проведено 30 отдельных экспериментов и получе-
но 60 теплограмм.

В данной работе на рис. 3,4, 5 в качестве примера
рассмотрена кривая, полученная с помощью микрокалоримет-
рии при изучении развития культуры Вас. macerans (0,2 мл)
штамма ВКМВ-0302 на среде (1,8 мл) вышеописанного состава
при 30 °С.

Результаты и обсуждения

Для проверки принципиальной адекватности предложенной
модели была использована программа CALQEN с разными фор-
мальными комплектами характерных коэффициентов. Для описа-
ния кинетики основной реакции было принято и А£= -5,
что соответствовало умеренно сильному ингибированию про-
дуктами. Коэффициент A3 подбирали равным 0,2, что соот-
ветствовало довольно сильному токсическому эффекту про-

9



Рис. 2.
Результаты первичной обработки результатов
моделированного эксперимента для K Q = 0.3,
Кц = 0.1. Шаг сглаживания М = 2.: А - ис-

ходные данные, Б - производные, В - инте-
гралы.

дукта. Шкала времени равнялась 1000 единиц. Максимальная
скорость -VM = I, начальная концентрация субстрата 10000
единиц, начальная концентрация биомассы I единица. Теп-
ловой эффект Ql T принимали равным 10. При этих стандартизо-
ванных коэффициентах форма модельной кривой в основном за-
висела от коэффициентов k q и k d (см. табл. I).

10

т
Основные характеристики результатов
экспериментов

а б л и ц а I
моделированных

Номер I 2 3
Коэффициент роста 0,3 0,5 0,3
Коэффициент отмирания 0,1 0,1 0,2
Максимальное количество биомассы 780 2000 43
Конечное количество биомассы 82 20 5
Максимальная мощность 2200 4300 1800
Конечная степень превращения 0,84 0,99 0,51
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Рис. 3. Тепловые мощности реального
примерного эксперимента после сгла-
живания кубическими сплайнами:
А М=o, Б М=l, В М=2.

Данные, приведенные в табл. I, показывают, что ход
характерных показателей, рассчитанных по предложенной мо-
дели существенно зависит от значений, характеризующих рост
и отмирание микроорганизмов. Важно отметить, что подобные
кривые могут быть получены при совершенно разном ходе про-
цесса. Например, в экспериментах I и 3 достигаются близ-
кие значения максимальной тепловой мощности, несмотря на
то, что максимальные количества биомассы существенно раз-
личаются. Этот факт еще раз предостерегает от переоценки
возможностей однозначного решения обратной задачи и пока-
зывает, что для полной характеристики процесса необходимо
кроме термограмм использовать также непосредственные мик-
робиологические и химические характеристики исследуемой
системы.



В качестве примера на рис. 2 приведена модельная кри-
вая, рассчитанная для 0,3 и к o = 0,1. Общий вид кривой
довольно хорошо соответствует подобным экспериментальным
результатам.

Рис, 4, Производные тепловой мощности, рассчи-
танные по кривым рис. 3.

Созданным пакетом программ обрабатывался целый ряд
реально полученных калориметрических кривых. На рис. 3 при-ведены графики сглаженных данных для значений М = 0,1 и 2.
Хотя на некоторых участках кривой обнаруживаются некоторые
систематические отклонения от экспериментальных точек, од-
нако все сглаженные кривые довольно хорошо соответствуют
эксперименту.

Большие различия обнаруживаются на графиках, которые
изображают временную зависимость производных теплового по-

12
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тока. По-видимому, неровной ход графиков при меньших
значениях М является скорее всего артефактом, вызванным
случайными колебаниями в экспериментальных точках. Однако
локальные минимумы производных в стадии роста наблюдались
в ряде экспериментов и, вероятно, являются реальной ха-
рактеристикой процесса. Это явление указывает на то, что
в реальных условиях тепловыделение вероятно и кинетика
роста микроорганизмов характеризуется более сложными за-
кономерностями, чем в принятой нами модели. Для выяснения
этих закономерностей необходим подробный анализ большого
числа экспериментальных кривых.

Интегральные кривые (см. рис. 5) довольно монотонны
и в первом приближении не да-
ют дополнительной информации.

В результате проведенной
работы показана принципиаль-
ная адекватность предложен-
ной модели и продемонстриро-
вана работа созданного паке-
та программ.

Авторы выражают благо-
дарность Э.Х. Сиймеру за ме-
тодическую помощь при работе
с калориметром и Р.А. Вокк
за подготовку посевного ма-
териала и сред.

Рис. 5.
Интегральная кривая тепловой мощности
по кривой ЗВ.
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A. Kostner, E, Ebber

Program for the 'Optimization of Biocatalytic
Processor

111 The Primary Treatment of the Results of
Biocalorimetric Experiments

Abstract

A mathematical model for the heat production by
anaerobic fermentation in closed system has been proposed.
The analysis of this model proves the necessity to cal-
culate the first derivatives and integrals of heat produc-
tion at the first step treatment of experimental data, A
block of programs has been compiled for the primary treat-
ment. The initial data are saved on diskettes and then
smoothed by means of Q-spline procedure and new files con-
sisting of smoothed values, derivatives and integrals have
been generated and saved on diskettes. A program for gen-
erating primary files according to proposed model and
program for graphic representation have been included in
the block. The programs have been realized in the CP/M
operating system. As an example, the calorimetric experi-
ments with Bacillus macerans have been described.

Process or
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М.А. Курвитс Э.Х. Сиймер

ИССЛЕДОВАНИЕ МУТАРОТАЩИ МОНОСАХАРИДОВ
МИКРОКАЛОРИМЕТРИЧЕСКИМ МЕТОДОМ

Моносахаридам и большинству дисахаридам свойственно су-
ществование в двух изомерных формах, которые определяются
пространственным расположением полуацетальной гидроксильной
группы. В кристаллическом состоянии, в зависимости от спо-
соба получения кристаллов сахариды существуют в одной опре-

деленной форме (оо- или (S-формах), в растворах образуется ди-
намическое равновесие между двумя формами. Для моно- и ди-
сахаридов как оптически активных веществ о*- и (S-формы мож-
но различать по значению удельного вращения поляризационной
плоскости Г D • В таблице I приведены данные этих значе-
ний для некоторых сахаоов.

Как известно, скорость перехода о.-и |Ь-фош в равно-

весное состояние в растворах, т.е. скорость оеакиии мутаро-
тапии зависит от температуры и pH [7], причем в щелочных
растворах равновесие достигается очень быстро, а для кислых
сред существует значение pH, при котором скорость мутарота-
ции минимальна. Эта реакция является типичной мономолеку-
лярной реакцией, реакцией первого порядка.

Изменение энтальпии реакции мутаротации относительно
мало и его прямое измерение калориметрическим методом за-
труднительно. Несмотря на это, уже почти 50 лет тому назад
Стуртеванту и др. удалось микрокалориметрическим методом
получить весьма достоверное значение А Н для реакции му-
таротации глюкозы sxlo“ö н соляной кислоте при 25 °С, рав-
ное 676 + 38 Дж/моль [B3.

Нами показано, что современные микрокалориметры, имею-
щие проточные измерительные ячейки, можно успешно исполь-
зовать для изучения кинетики реакций, в том числе дгуке -от-
носительно быстрых. В последнем случае обязательно проДо-

№ 633

TALLINNA POLÜTEHNILISE INSTITUUDI TOIMETISED

ТРУДЫ ТАЛЛИНСКОГО ПОЛИТЕХНИЧЕСКОГО ИНСТИТУТА
УДК 541.653.3:547.455
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дить корригирование термограмм на основе уравнения Тиана
С9]. Методика корригирования за последние годы тщательно
разработана шведскими исследователями СЮ].

Нами также использован термохимический метод для ис-
следования кинетики реакции гидролиза дисахаридов с помощью
гомогенного катализа ферментами СП]. В этих реакциях сум-
марное изменение энтальпии, очевидно, включает в себя так-
же АН реакции мутаротаиии образующихся моносахаридов,
что в принципе осложняет кинетическую интерпретацию термо-
химических кривых (зависимостей теплового потока от време-
ни).

Целью настоящей работы являлось определение значений
констант скорости мутаротаиии некоторых моносахаридов мик-
рокалориметрическим методом с целью дальнейшего использо-
вания получаемых величин для корригирования термохимиче-
ских кривых ферментативного гидролиза дисахаридов. Кроме
этого, определение АН реакций мутаротаиии использовалось
для уточнения величин эффективного объема проточных изме-
рительных ячеек (flow mix, flowthrough) микрокалоримет-
ра ЛКБ-2277, которые в некоторой степени зависят от ско-
рости протока жидкости.

Материалы и методы

Для исследований использовались ос-глюкоза и сх--га-
лактоза марки "Ч", фиуктоза финской фирмы "Суомен Согери'.'
Растворы моносахаридов концентрацией 0,4-5,8 М приготовля-
лись в 0,05 М ацетатном и фосфатном буферах с pH 4,0 и 6,0
соответственно и в соляной кислоте (pH 4,0). Измерения
проведены при 25 и 30 °С.

Термохимические исследования проведены в проточной си-
стеме (flow ’through) миктюкалориметра ЛКБ 2277. Раст-
воры моносахаридов приготовлялись в термостатированном ре-
акторе обьемом 60 мл, снабженном магнитной мешалкой, отку-
да раствор непосредственно после растворения сахара с по-
мощью перистальтического насоса ЛКБ 2132 объемной скоро-
стью 10 или 20 мл/ч или мл/с) пода-
вался в измерительную ячейку комбинированного цилиндра
микрокалориметра. Полученные на ленте самопишущего потен-
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ииометра кривые "тепловой поток - время" корригировались на
основе уравнения Тиана согласно методике, описанной нами
ранее C123.

Корригированные кривые соответствуют функции, скорости
реакции первого порядка

где N - тепловой поток в микроватах в момент t ;

N 0 - тепловой поток в начале опыта (при t = 0);
k My T

- суммарная константа скооости мутаротации, мин" 1
;

t - время, мин.
Методом линейной регрессии из логарифмической функции

ИЛИ

найдены значения А и В (

Общий тепловой эффект Реакции равен интегралу

тождественному уравнению (I), и имеет значение

Если известен тепловой эффект реакции мутаротапии
[Дж/моль]

, может быть найдено количество молей М моноса-
харида, непрерывно находящихся в измерительной ячейке и
подвергающихся измерению:

и через концентрацию раствора может быть вычислен эффектив-
ный объем измерительной ячейки микрокалориметра.

Результаты и обсуждение

Проведено около 40 опытов исследования мутаротапии
«.-глюкозы, ос-галактозы и -фруктозы при двух температурах
-25 и3O °С, при двух значениях pH - 4,0 и 6,85. Все по-
лученные кривые после корригирования хорошо описываются
экспоненциальной функцией, коэффициент корреляции при линей-
ной регрессии,согласно уравнению (2),выше 0,999 во всех опы-
тах мутаротаиии глюкозы и выше 0,985 для быстрых реакций

N = N„-e к "ут \ (I)

InN = А - B-t <2)

LnN =lnN 0 -k My T*t {3,

dQ =е А Bt dt • (4)
о

а = гм. (5!

М - -| , (61
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(мутаротапия фруктозы, мутаротация галактозы при pH 6,85)
Типичные экспериментальные кривые приведены на рис. I
Для использованных трех моносахаридов переход сс-формы

в (Ь-форму связан с выделением тепла, и, очевидно, обрат-
ное структурное изменение связано с поглощением тепла.

Основные результаты измерений сосредоточены в табли-
це 2. Доверительные границы средних величин даны с досто-
верностью 95 %.

Рнс. 1. Корригированные кривые теплового потока
при мутаротапии моносахаридов, pH 4, 25 °С;
1 _ <х - глюкоза 0,686 М,
2-0- -галактоза 0,515 М,
3 _ [Ь -фруктоза 0,658 М.

Таблица 2
Значения констант скорости мутаротапии
моносахаридов

Моносахарид pH
раствора

Темп,,
°С

Кол-во
опытов

к мут » тмин” 1

а-глюкоза 4,0 25 9 0,0264 ± 0,0010
сс -глюкоза 6,85 25 3 0,156 + 0,026
о. -глюкоза 4,0 30 13 0,040 + 0,001

галактоза 4,0 25 3 0,060 + 0,004
о- - галактоза 6,85 25 3 0,15 ±0,01
[i -фруктоза 4,0 25 6 0,223 + 0,009
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Как видно из таблицы, при pH 4,0 реакция мутаротации
галактозы и, в частности, фруктозы протекает значительно
быстрее, чем мутаротация глюкозы. Величины констант ско-
рости хорошо согласуются с/литературными данными С7], хо-
тя найденная нами величина для галактозы превышает значе-
ние, найденное ранее C133. Повышение pH от 4,0 до 6,85
значительно ускоряет мутаротацию, в частности, в случае
глюкозы (около 6 раз).

Для каждого опыта вычислено общее изменение энталь-
пии (тепловой эффект) в ходе мутаротаиии в объеме измери-
тельной ячейки, согласно уравнению (5), абсолютные значе-
ния которых находились в пределах 0,15-1,4 Дж. Величины
теплового эффекта реакпии мутаротаиии оо-глюкозы использо-
ваны для вычисления значения эффективного объема измери-
тельной ячейки. Использовано эффекта
реакции 676 Дж/моль, определенное Стуртевантом ГBl.

Найдено, что эффективный объем проточной ячейки равен
0,55 + 0,06 мл при скорости протока 10 мл/ч и 0,52 +0,02 мл
при скорости 20 мл/ч. Значение этих величин необходимо для
некоторых термохимических измерений, например, при оптими-
зации условий определения начальных скоростей ферментатив-
ных реакций П43.

Нами ранее подробно изучена кинетика ферментативного
гидролиза лактозы Сls]. Очевидно, суммарный тепловой эф-
фект данной реакции включает в себя тепловые эффекты рас-
щепления связи между [Ь -галактозой и глюкозой и мутарота-
ции образующихся моносахаридов. Так как для протекания му-
таротации требуется время, в реакционной смеси в любой мо-
мент времени нарушено равновесие между ос- и [l-формами мо-
носахаридов. Неучет данного явления может вызывать погреш-
ности при кинетической интерпретации термохимических кри-
вых. Это особенно может иметь место при изучении кинетики
гидролиза лактозы, так как суммарный' тепловой эффект реак-
ции мал и равен около I кДж/моль.

Из поляриметрических данных исследования равновесных
концентраций ос- и (ž> -форм лактозы и глюкозы можно сделать
вывод, что освобождающаяся при гидролизе глюкоза уже нахо-
дится практически в равновесном состоянии. Следовательно,
основные структурные изменения « растворе после гидролиза
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лактозы связаны с переходом [Ъ -галактозы в равновесную
смесь (i- и <х-форм.

Из литературных данных вытекает, что в водных раство-
рах преобладает (Ь -форма, относительное содержание кото-
рой равно 72,5 % (см. табл. I).

Учитывая температурную зависимость суммарной констан-
ты мутаротаиии галактозы C133, и значение ее при 25 °С
0,060 (см. табл. 2), ее значение при 30 °С можно оце-
нить 0,09 Типичные калориметрические опыты полного
гидролиза лактозы в ампулах в нашей лаборатории имели дли-
тельность порядка 2000 мин (30 часов и более) и проводи-
лись при 30 °С. На основе этих данных проведены расчеты
для выяснения временной зависимости содержания аномерных
форм галактозы в реакционной смеси при ферментативном гид-
ролизе лактозы.

Рис. 2. Содержание «.- и |i- форм галактозы в реакцион-
ной смеси при ферментативном гидролизе 0,2 М
раствора лактозы при 30 С, pH 4,0;
1 - общее содержание галактозы (сумма о,- и ji-форм),
2 - фактическое содержание «.-галактозы в реакцион-

ной смеси,
3 - содержание о,—галактозы после достижения рав-

новесия.

В качестве примера на рис. 2 приведены типичные ре-
зультаты вычислений, в данном случае для реакции гидролиза
лактозы с начальной концентрацией ее 0,2 М.

Как видно из рисунка, в начале опыта наблюдается зна-
чительное отклонение содержания [)> -галактозы от ёе равно-



23

весной концентрации, а с повышением степени концентрации
субстрата выше 0,4 это расхождение становится незначитель-
ным. Согласно нашим экспериментальным данным, тепловой эф-
фект перехода I моля cx-галактозы в равновесную смесь,учи-
тывая значение константы равновесия 0,47 [l3], равно около
- D,5 кДж/моль. Суммарный тепловой эффект гидролиза лакто-
зы по нашим данным составляет I кДж/моль. Следовательно,
расщепление глюкоэидной связи между р> -галактозой и глюко-
зой связано с тепловым эффектом порядка +1,5 кДж/моль. Так
как в начальной стадии гидролиза лактозы в термохимических
исследованиях мутаротация р> -галактозы не успеет при-
близиться к равновесному состоянию, в этот период регистри-
руются повышенные значения теплового потока. Это значит,
что при кинетической интерпретации термохимических кривых,
при которой принимается, что тепловой поток пропорционален
скорости гидролиза, в начальной стадии гидролиза наблюдает-
ся повышенная скорость гидролиза, значение которой в прин-
ципе надо корригировать.

Расчеты показывают,что при медленном гидролизе лакто-
зы (длительность опытов 30 часов и более) в ампульной си-
стеме микрокалориметра ЛКБ-2277 погрешность за счет неуче-
та неполной мутаротации галактозы не превышает 2%. (При
этом необходимо иметь в виду, что в опытах с ампулами пер-
вые 50-60 мин реакции неизбежно не подлежат измерению, и
соответствующую этому периоду часть термохимической кри-
вой всегда необходимо реставрировать экстраполяцией. Как
видно из рис. 2 именно в этот период наблюдается самое
резкое отклонение концентраций сх- и jb-форм галактозы от
равновесных.)

Поэтому, чтобы избежать сложной процедуры корригирова-
ния термохимических кривых для реакций, связанных с мутаро-
тацией продуктов, исследования по полной конверсии субстра-
та калориметрическим методом желательно проводить как мож-
но медленнее. Естественно, это не касается реакций, прово-
димых в щелочной среде, так как в этом случае скорость му-
таротаиии на несколько порядков превышает скорость химиче-
ской реакции.

Наконец необходимо отметить, что затронутая проблема
гораздо меньше касается реакций, в которых изменение эн-
тальпии велико по сравнению с относительно небольшим изме-
нением энтальпии реакции мутаротации.
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Е, Siimer, М, Kurvita

Investigation of the Mutarotation of
Monosaccharides by Microcalorimetry

Abstract

In the reactions of disaccharides hydrolysis the change
of enthalpy includes the change of enthalpy of the mutarota-
tion of forming monosaccharides as well. The'flow-mix system
of microcalorimeter LKB 2277 has been used for the investiga-
tion of the monosaccharides mutarotation reaction. The values
of rate constants of mutarotation of some monosaccharides
have been found by microcalorimetry in order to correct
thermochemical curves of the enzymatic disaccharides hydro-
lysis, The effective volumes of measuring cells of micro-
calorimeter LKB 2277 flow-systems (flow-mix, flow-through)
haven been determined at different flow rates.
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Г.Г. Калбин

ИССЛЕДОВАНИЕ КИНЕТИКИ ДЕЙСТВИЯ ИММOШЛИ3OВАННЫХ
КЛЕТОК.
П. ИЗМЕРЕНИЕ И РАСЧЕТ КИНЕТИЧЕСКИХ ПАРАМЕТРОВ

ИММОБИЛИЗОВАННЫХ КЛЕТОК ДРОЖЖЕЙ

Иммобилизованные метаболически активные клетки мик-
роорганизмов могут быть использованы в различных областях
науки и техники: для трансформации и биосинтеза различных
органических соединений: аминокислот и других органических
кислот, антибиотиков, стероидов, углеводов и углеводородов,
кофакторов и ферментов, пуриновых и пиримидиновых оснований,
нуклеотидов и нуклеозидов; в пивоварении и виноделии; для
очистки сточных и природных вод от загрязнений; для извле-
чения металлов из сточных вод; для ассимиляции солнечной
энергии; для изготовления водородных топливных элементов; в
азотфиксации; в аналитических целях при изготовлении элек-
тродов. Кинетика действия иммобилизованных клеток как гете-
рогенного катализатора включает относительно медленные ста-
дии массопереноса, количественная характеристика которых не-
обходима для описания процесса.

Кислород является критическим субстратом в клеточном
метаболизме, он очень быстро исчерпывается микроорганизмами
ввиду низкой растворимости в водных растворах. Поэтому изу-
чение кинетики дыхания иммобилизованных клеток необходимо
для характеристики этого вида биокатализаторов в первую
очередь.

Целью настоящей работы является изучение дыхательной
активности клеток Saccharomyees cerevisiae, иммобилизо-
ванных путем включения в полисахаридные гели, в различных
малрокинетических условиях и в сравнении со свободными клет
ками.

№ 633

TALLINNA POLÜTEHNILISE INSTITUUDI TOIMETISED

труда ТАЛЛИНСКОГО ПОЛИТЕХНИЧЕСКОГО института

УДК 579.24:576.8.095.25
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Материалы и методы

Микроорганизм, среда и условия культуры. Клетки
Saccharomyces oerevislae (раса XI-8) были получены
с Сакуского экспериментального пивзавода и сохранялись в
холодильнике при 4 °С. Новые партии клеток поставлялись
каждые три недели. В качестве питательной среды в экспери-
менте был использован свежеприготовленный 5%-ный раствор
сахарозы в дистиллированной воде, в одной серии опытов -

предварительно проавтоклавированный.

Подготовка клеток к иммобилизации. Перед иммобилиза-
цией клетки отделяли центрифугированием при 2,5 тыс.об/мин
в течение четырех минут. Питательную среду декантировали, и
клетки сразу же использовали для иммобилизации.

Условия иммобилизации и хранения. Биокатализаторы бы-
ли получены дисперсионным гелеобразованием полисахаридов, в
частности - альгината натрия (НПО "Биохимреактив") в орга-
ническом растворителе Q 3 с применением раствора карбоната
кальция. После тщательной промывки частиц геля водопровод-
ной водой катализатор был фракционирован, взвешен и исполь-
зовался в эксперименте. Хранили катализатор в 5%-ном водном
растворе сахарозы при 4 °С.

Фракционирование и определение веса катализаторов. Фра-
кционирование частиц геля было проведено с помощью калибро-
ванных сит в водопроводной воде. Получены фракции 0,5
0,63 мм, 0,63-1,0 мм, 1,0-1,5 мм к 2,5-3,0 мм. Вес фракций
был определен после удаления промывной воды путем помеще-
ния частиц тонким слоем на фильтровальную бумагу.

Экспериментальная установка. Эксперименты проводи-
лись на установке с замкнутой рециркуляцией питательной сре
ды через реактор с перемешиванием и ячейки для измерения
рO2 , pH иЕЬС23. Для уменьшения износа частиц катализатора
в реакторе была установлена шнековая мешалка. Обработка
экспериментальных данных проведена с помощью микроЭВМ
"Электроника Д 3-28".



Результаты и обсуждение

Изучение влияния макрокинетических условий на дыхатель
ную активность клеток Saccharomyces cerevisae было на
чато с постановки экспериментов со свободными клетками. Из-
вестно, т-то скорость потребления кислорода сУспензии
дрожжей, в которой массовая концентрация клеток составляет
X. г/см3

, выражается уравнением

(I)

где Vm=c^ maxX и С обозначает концентрацию растворенного
кислорода СЗ].

Рис. 1. Потребление растворенного кислорода нативными
клетками Saccharomyces cerevisiae:
1 - 1,0 г клеток (вл. вес),
П - 0,5 г клеток (вл. вес),
Ш - 0,33 г клеток (вл. вес).

На рис. I показаны временные зависимости концентрации
растворенного кислорода после помещения навески клеток в
насыщенную воз,духом среду. Линейное уменьшение концентра-
ции растворенного кислорода свидетельствует о том, что
константа Кт при описании кривой уравнением (I) имеет
очень низкое значение. Величина Кт , определенная при кон-
центрациях растворенного кислорода, не превышающих 25 % от
насыщения, составила 5,71*1СГ3 мМ Og.

Из рис. I видно также, что наклон начального участка
кривой пропорционален начальному количеству клеток в си-
стеме (плотности культуры). Начальную удельную скорость
потребления растворенного кислорода (на грамм влажного ве-

28
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ca клеток) мы определили на уровне 4,0 + 0,9 мг
клеток (доверительная вероятность 0,95). С целью повышения
точности и обеспечения воспроизводимости дальнейшие экс-
перименты были проведены, по возможности, при одинаковом
начальном количестве клеток.

С иммобилизованными в гель клетками Sacch. cerev! s 1 a e
было проведено б серий опытов для определения зависимостей
скорости потребления растворенного кислорода Vqг от диамет-
ра частиц катализатора d концентрации клеток в геле Е, кон-
центрации геля Сг , температуры 1, концентрации сахарозы в
питательной среде Cs и скорости вращения мешалки в реак-
торе N . Исходный вектор планирования эксперимента имел
следующие координаты: d = 0,5-0,63 мм (ситовая фракция)
В=25%, Сг =B%,t = 30 °С, Сs= 5,0 %, N = 500 об/мин.
Серии экспериментов проводились с последовательным изме-
нением каждой координаты при фиксировании остальных в ис-
ходном (стандартом) состоянии.

Известно, что кривая зависимости скорости потребления
растворенного кислорода микроорганизмами от его концент-
рации имеет различную форму в различных макрокинетических
условиях С4, с. 134]. Поэтому в качестве параметра мы
взяли начальную скорость потребления растворенного кисло-
рода из насыщенной воздухом среды. Функции Ü'g 2 =f(x) при-
ведены в виде графиков на рис. 2, 3.

Из графиков рис. 2 видно, что в исследованном диапа-
зоне функции AJ'02=f(d) и (В) монотонны, и эффект
диаметра частиц катализатора проявляется больше, чем эф-
фект загрузки клеток, что объясняется теорией гетерогенно-
го катализа. В соответствии с этой теорией Снапр. 5,
с. 41] фактор интенсивности для частицы катализатора есть
функция модуля Тиле, который, в свою очередь, для сфериче-
ской частицы пропорционален диаметру частицы и квадратному
корню из скорости реакции на единицу объема носителя:

т.е. в этом частном случае - квадратному корню из загрузки
клеток (<f>- модуль Тиле; a - размер частицы; С 0- концент-
рация реагирующего вещества в объеме; D - его коэффициент
диффузии в частице катализатора).

<2)
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Приведенные на рис. 3 результаты экспериментов с
варьированием исходной концентрации альгината натрия С г и
температуры показывают, что температурная зависимость ско-
рости дыхания имеет максимум в интервале температур 36 -

39 °С, что достаточно физиологично, а выпадение первой точ
ки из линейной зависимости =f(Cr ) ш объясняем влияни-
ем механических свойств геля: гель из 5%-ного альгината
натрия был довольно рыхлым и плохо удерживал клетки.

Еще два параметра - концентрация сахара в питатель-
ной среде и интенсивность перемешивания в реакторе - в ис-
следованных диапазонах практически не оказали влияния на
скорость дыхания (отклонение от стандарта было в пределах
погрешности опыта). При использовании в качестве-субстрата
раствора сахарозы лимитирования дыхания не наступает при
снижении ее концентрации вплоть до 0,25 %. Влияние переме-
шивания слоя катализатора мешалкой не проявилось в связи
с тем, что экспериментальная установка представляла собой
систему с рециркуляцией С2l, которая, как оказалось, и оп-
ределяла гидродинамические условия работы катализатора.

На основании полученных результатов можно сделать вы-
вод о том, что в нашей системе внешняя диффузия не лимити-
ровала процесс потребления кислорода. Внутренняя же диффу-
зия явилась определяющим фактором интенсивности дыхания
(см. рис. 2,3). Необходимо еще раз отметить, что мы по-
ставили эксперимент таким образом, что клетки потребляли
кислород из насыщенной воздухом среды, т.е, начальный
наклон параметрической кривой соответствует нелимитирован-
ной потребности в кислороде уравнение (I).

Таким образом, при одинаковой массовой концентрации
клеток X по начальному наклону кривой С = f(r) мы опреде-
ляли не что иное, как Vm= max*X, и графики на рис. 2, 3
характеризуют зависимость константы Vm от условий эксперт
ментов.

Вто же время теоретический анализ уравнения мате-
риального баланса

которое фактически отражает равенство диффузионного потока

dC k KarT| [E] m С
и * 1у 5 -—тл > (3)
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через единицу поверхности, определяемого вторым законом Фи-
ка, и скорости ферментативной реакции, подчиняющейся урав-
нению Михаэлиса-Ментен, приводит С5, с. 381 к выводу, что
внутренняя диффузия никак не сказывается на эффективной ве-
личине каталитической константы к'кагп (в нашем случае
константы fy max ). Объяснение этого противоречия возможно
после дополнительной исследовательской работы.
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G. Kalbin

Investigation of Immobilized Celia Kinetics

II Measurement and Calculation of Kinetic Parameters
of Immobilized Yeast Cells

Abstract

The apparent kinetic parameters of immobilized yeast
cells depend on inter- and intrapbase mass transfer resis-
tance. The experimentally found kinetic parameters at varia-
tion of the biocatalyst bead diameters and of apparent quan-
tity of modified Thiele modulus, which indicated the degree of
intradiffusional limitation, were measured.
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В.А. Кроеинг

ХАРАКТЕРИСТИКА ФЕРМЕНТНОГО КОМПЛЕКСА И ПРИМЕНЕНИЕ
ЕГО ПРИ ПОЛУЧЕНИИ ЩКЛОДЕКСТРИНОВ.
111. ПРЕДВАРИТЕЛЬНАЯ ОБРАБОТКА КРАХМАЛА КАК

СЫРЬЯ ДЛЯ СИНТЕЗА ЦИКЛОДЕКСТРИНОВ

Крахмал представляет собой полимер глюкозы, который
имеет два типа связей, <х 1-4 глюкозидные и а I-б глюко-
зидные. Первые образуют длинные цепи амилозы, вторые об-
условливают разветвление, то есть, образование амилопек-
тина. Картофельный крахмал содержит 23 % амилозы (сред-
няя длина цепи - 3000 единиц) и 67 % амилопектина (со-
держит в среднем 3000 глюкозных единиц, средняя длина
цепей - 24 единиц), молекулярный вес этих веществ равня-

ется в среднем С I, 23.
Цепи с cx 1-4 глюквзидными связями являются субстра-

том ииклодекстрин-глюкозил-трансферазы (ЦГТ) (Е.С.2.4.1.19),
Этот фермент катализирует 1,4-а.-0-глюкопиранозилтрансфераз
ную реакцию,' при которой обрывок I,4<*- D-глюкопиранозной
цепи транспортируется через гидроксильную группу при Cj к
гидроксильной группе акцептора. Если акцептором является
нередуиирующий конец того же обрывка, то образуется цикло-
декстрин (ЦД). Однако акцепторами бывают и внешние цепи
амилопектина. Имеет место т.н. диспропорционирование,вслед-
ствие чего при высокой концентрации обе - укороченная цепь
амилозы и амилопектин, имеющий удлиненные внешние цепи,
ретроградируются и теряют растворимость [l].

Заметная-ретроградаиия имеет место при концентрации
крахмала выше 5 %. При концентрации выше 8 % ЦД можно по-
лучить практически лишь после уменьшения вязкости до
4000 сР (при 70 °С) С33. При этом надо учитывать, что
крахмал должен быть гидролизован минимально, так как ко-
роткие пептиды, олигосахариды и особенно моно- и дисаха-
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риды подавляют скорость реакции. Кривая выхода пиклодекст-
ринов от глубины гидролиза имеет максимум. Считается неце-
лесообразным гидролизовать крахмал до глубины не выше
Д.Э. = 10 СЗ].

Маиузава и др. [4] получили снижение вязкости 15%-но-
го крахмального клейстера до 500 сР (при 60 °С) при Д.Э. =

= 2. Они применяли ЦГТ из культуры селектированной им
бактерии Bacillus sp. № 38-2.

Нами исследовалось снижение вязкости крахмальных
клейстеров: бактериальный с*, -амилазный и сырой ЦГТ из
бактерий.

Материалы и методы

В работе использовались:
- картофельный крахмал,
- амилосубтилин 10 х производства Микробиопрома,
- сырая ЦГТ в виде культуральной жидкости Вас. ma-

ce га ns или осажденная ацетоном.
Вязкость растворов, г/ , определяли при 70 °С вискози-

метром Гепплера по времени падения шарика в исследуемом
растворе.

Декстрозный эквивалент, Д.Э., определяли как процент
содержания редуцирующих сахаров, перечисленных на глюкозу,
от исходного содержания крахмала. Редуцирующие сахара оп-
ределяли методом Тегге и Нирлэ CSJ по восстановлению меди.

Активность а-амилазы определяли методом Бернфельда
Сб], по скорости образования редуцирующих сахаров в 1%-
ном растворе крахмала при pH 6,9 и температуре 25 °С.

Активность ЦГТ определяли по скорости образования
(ä-ЦД в 1%-ном растворе растворимого крахмала при pH 6,7
и температуре 45 °С С7].

Результаты

Для выяснения зависимости вязкости от концентрации
картофельного крахмала изготовили ряд клейстеров и опре-
делили их вязкость при температуре 70 °С. Как видно из
рис. I, вязкость резко повышается при увеличении содержа-
ния крахмала в клейстере.
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Рис. 1, Зависимость вязкости раствора картофельного
крахмала от его концентрации при температу
ре 70 °С.

Рис. 2. Зависимость вязкости крахмальных растворов от
времени ферментативного гидролиза, при темпе-
ратуре 70 С. Фермент-бактериальная о. - амила-
за, 1Е на 1г крахмала. s= 4000 сР.

Для исследования понижения вязкости клейстера при по-
мощи бактериальной оо-амилазы изготовили при 70 °С клейсте-
ры крахмала в 10 мМ растворе хлористого кальция с содержа-
нием а-амилазы I Е на I г крахмала, Клейстеры выдерживали
в цилиндрических сосудах с водяной рубашкой при 70 °С и по
падающему шарику определяли приблизительные вязкости, по-
ка вязкость не снижалась до 4000 сР. Результаты приведены
на рис. 2.
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3. Зависимость времени гидроли-
за, в течение которого вяз-
кость крахмального клейсте-
ра уменьшается до 4000 сР,
от концентрации субстрата.
Кривая 1) ер-амилаза, IЕ/г
крахмала, 2) сырая ЦГТ,
0,5 Е/г крахмала.
Температура 70 С.

Как видно, ou -амилаза при 70 °С быстро снижает вяз-
кость крахмального клейстера.

Время достижения вязкости ниже 4000 сР зависит от
концентрации клейстера. Это представлено ина рис. 3.

Таблиц
Время достижения вязкости ниже 4000 сР
и Д.Э. в конце процесса

а I

Содержа-
ние крах-
мала| /о

Фермент Время
мин

д.э.

10 7 1.5
15 29 3,3
20 а,-амила за, IE/I г крахмала 43 2,1
25 92 2,3
30 158 9,2
35 250 8,0
10 10 1,8
20 сырая ЦГТ, 05E/I г крахмала 32 2,6
30 культуральная жидкость 105 2,6
30 100 3,9
20 сырая ЦГТ, 05Е/1 г крахмала 41 4,2
20 осажденная ацетоном 40 4.6
30 97 7,9
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Из таблицы I и рис. 3 увидим также, что при помощи
сырой ЦГТ Вас. macerans (как в виде культуральной жид-
кости, так и сухого, осажденного ацетоном) снижается вяз-
кость крахмального клейстера аналогично тому, как это идет
при помощи а -амилазы. Скорость процесса зависит от кон-
центрации крахмала,и Д.Э. остается относительно низким.

Рис. 4. Зависимость времени гидролиза, в течение которого
вязкость 20%-ного крахмального клейстера умень-
шается до 4000 сР, от величины ЦГТ-ной активно-
сти на грамм крахмала. Температура 70 °С.

Отдельные партии культуральной жидкости Вас. macerans
имели разные ЦГТ-ные активности и это отражалось на време-
ни уменьшения вязкости до 4000 сР, как это видно из рис. 4,
где все клейстеры были изготовлены из 20%-ной суспензии
крахмала в культуральной жидкости, но активности культу-
ральных жидкостей были разные.

В итоге можно сказать, что как амилосубтилин Юх, так
и сырая ЦГТ Вас. macerans эффективно снижают вязкость
10 - 30%-ного крахмального клейстера.
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Abstract
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at 70 C (up to viscosity below 4000 cP) by the crude enzyme
of Вас, macerans and bacterial cK— amylase, amylosubtiline
10x, without deep saccharification (average D.E, <5),
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Т.Б. Пальм Р.А. Вокк Э.М. Пейшан
А. И. Кестнер

ХАРАКТЕРИСТИКА ФЕРМЕНТНОГО КОМПЛЕКСА Bacillus
ma се гa ns И ПРИМЕНЕНИЕ ЕГО ПРИ ПОЛУЧЕНИИ

ЦИКЛОДЕКСТРИНОВ.

I. ИЗУЧЕНИЕ ДИНАМИКИ БИОСИНТЕЗА ГЛЮКАНOТРАНСФЕРАЗНOГO
КОМПЛЕКСА Bacillus ma с era ns

Циклодекстрины являются нередуцирующими декстринами,
молекулы которых построены из глюкопиранозных остатков,об-
разующих посредством w— 1,4-глюкозидных связей циклическую
структуру. В настоящее время в химической технологии зани-
маются тремя различными видами циклодекстринов -ои-, (Ь- и
](-циклодекстринами, состоящими соответственно из б, 7 или
8 глюкопиранозных остатков. В центре молекулы циклодекст-
ринов находится гидрофобное пространство глубиной 0,7 нм
и шириной в зависимости от количества составляющих моле-
кулу глюкопиранозных остатков 0,57, 0,78 или 0,95 нм. По-
этому в полярной среде (в частности, в водном растворе)
ыиклодекстрины могут успешно комплексоваться с молекула-
ми с относительно малой полярностью и имеющими подходящие
размеры ПИ. Так как подобное комплексообразование в пер-
вую очередь стабилизирует многие соединения вследствие их
инкапсулирования во внутреннюю полость ииклоде.кстринов,
эти соединения и представляют немалый интерес для химиче-
ской технологии П, 23. В нашей стране производство иикло-
декстринов пока не налажено.

Циклодекстрины являются природными соединениями, об-
разующимися в результате жизнедеятельности некоторых мик-
роорганизмов из крахмала. Так, многие микроорганизмы,при-
надлежащие к gen. Bacillus, а также к другим таксонам,
при росте на среде, богатой крахмалом, продуцируют энзим-
циклодекстринглюканотрансферазу (ЦГТ) (КФ.2.4.1.19),
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катализирующий синтез ииклодекстринов из амилопектина [23.
Энзимный катализ является и в настоящее время самым выгод-
ным путем технологического получения циклодекстринов. По
этой причине качество энзимного препарата ЦГТ остается оп-
ределяющим в успехе производства этих соединений. Но так
как выработка ЦГТ происходит путем микробиологического син-
теза, то успех производства ииклодекстринов определяется в
-конечном итоге качеством продуцента ЦГТ ГЗЗ.

Когда исследователи, работающие в лабораториях 40-50
лет назад, использовали штаммы - продуценты ЦГТ, требующие
для достижения максимальной активности энзима в культураль-
ной жидкости 2-3 недели Г23, то "современным технологиче-
ским штаммам" требуется для этого в периодическом процессе
10-96 часов С4, 53. Но подбор технологически пригодных про-
дуцентов является кропотливой работой - японским исследова-
телям потребовалось для подбора двух штаммов, пригодных для
технологии как продуцентов ЦГТ, изолировать и исследовать
300 штаммов алкалофильных бактерий [63.

Практически все "современные промышленные продуценты"
ЦГТ принадлежат к gen. Bacillus (В. macerans , оеже B-cir-
culans, В. stearothermophilus. В- megaterium идр.).

В качестве энзимного препарата для производства ииклодек-
стринов используют культуральную жидкость или осажденную
из нее белковую фракцию с ЦГТ-активностью [2, 3,4, 53.
Для характеристики продуктивности продуцентов ЦГТ приводят-
ся данные о том, что в промышленности достаточно продукции
ферментера емкостью 1000 л для получения до 7 тонн иикло-
декстринов [23. Продуценты ЦГТ культивируют в периодиче-
ском процессе, в своем большинстве они являются алкалофи-
лами, имеющими интервал температуры для выращивания 30-
48 °С, чаще 37-40 °С. Хотя представители указанных видов

gen. Bacillus являются в основном факультативными ана-
эробами, ускорение роста культур - продуцентов ЦГТ - обыч-
но наблюдается в аэробных условиях [2, 4,5, 63.

Лабораторные продуценты ЦГТ выращивали до применения
в промышленности на кусочках картофеля, жидкая же среда ca
стояла из кусочков картофеля в воде с добавкой СаСОз для
поддержания pH в щелочной или нейтральной области [23. Ис-
пользуемые в настоящее время штаммы - продуценты ЦГТ - для
промышленной технологии выращивают на питательных средах.
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содержащих в качестве источника углерода растворимый крах-
мал (1,2-2,0 %), вытяжку из зерен (около 5 %), в качестве
источников азота и фосфора - экстракт дрожжевой, соли ам-
мония и фосфорной кислоты, а также микроэлементы СЗ, 4,
s]. В технологических целях дополнительные ростовые фак-
торы не применяются. Крахмалу, содержащемуся в среде, и
циклодекстринам, синтезируемым в процессе культивирования
микроорганизмов, отводится роль индукторов синтеза ЦГТ
С7].

В литературе отмечается, что продукция ЦГТ возникает
пропорционально росту культуры Сsl, но высказывается мне-
ние и о том, что биосинтез происходит более усиленно в
условиях истощения источника углерода СB3.

Хотя составы питательных сред и физико-химические па-
раметры культивирования штаммов - продуцентов ЦГТ, исполь-
зуемых в технологии, отличаются мало, именно эти небольшие
отличия являются специфичными для каждого отдельного штам-
ма и могут сильно влиять на продукцию ЦГТ. Поэтому необ-
ходимо для получения максимальной продукции ЦГТ тщательно
оптимизировать условия культивирования штамма-продуцента.

Целью настоящей работы было изучение динамики био-
синтеза гликозилтрансферазного комплекса при различных
условиях культивирования Bacillus macerans.

Материалы и методы

В работе использовали культуру В. macerans штамм
ВКМВ-506. Культуру выращивали в питательной среде, содер-
жащей 15 % мелко нарезанного (для опытов в колбах) или
натертого картофеля в водопроводной воде. Питательные сре-
ды стерилизовали в автоклаве при I атм в течение I часа.
Для выращивания микроорганизмов в колбах использовали пи-
тательные среды, в которые перед стерилизацией было до-
бавлено 1,5 % мела для поддержания pH.

Для засева использовали 2-4-дневную культуру Bacil-
lus macerans, выращенную на той же среде (10 мл инокуля-
та на 100 мл питательной среды).

Опытную культуру выращивали в колбах емкостью 200 мл
(100 мл питательной среды) и ферментере емкостью 5 л (ра-
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бочий объем 4 л) "Биостат Е" (производство ФРГ) без аэра-
ции. При выращивании культуры в ферментере поддерживали pH
с помощью растворов едкого натра и соляной кислоты 6,5-6,7,
скорость перемешивания культуры 190 об/мин. Температура вы-
ращивания культуры 37 и 45 °С, время выращивания 150-240
часов. Пробы извлекали в стерильных условиях через опреде-
ленный интервал времени и непосредственно подвергали анали-
зу.

Для определения содержания пиклодекстринов использова-
ли метод с фенолфталеином L9], активность фермента ЦГТ оп-
ределяли по упрощенному методу СЮ].

Результаты и обсуждение

Результаты опытов по изучению динамики биосинтеза пик-
лодекстрингликозилтрансферазного комплекса представлены на
рисунках I и 2.

Можно отметить, что активность фермента в культураль-
ной жидкости выше у культуры, выращенной при 37 °С, при-
чем максимальная активность фермента проявляется на 6-8
день культивирования. Как видно по рис. I, активность фер-
мента у культуры, выращенной при 45°, достигает максимума
несколько раньше, что, по-видимому, связано с влиянием
повышенной температуры на скорость роста культуры, причем
после достижения максимума активность фермента в культу-
ральной жидкости быстро падает. Вероятно, это связано с
инактивацией фермента при 45 °С.

Содержание пиклодекстринов в культуральной жидкости
резко возрастает за первые 24-72 часа культивирования ба-
цилл. В этот период роста культуры не обнаруживается зна-
чительной активности фешента. Затем содержание циклодекст-
ринов резко падает, что совпадает по времени с повышением
активности фермента в культуральной жидкости. Содержание
пиклодекстринов оставалось на уровне 0,2-0,35 мкэкв/мл до
конца наблюдения.

Как показано на рис. 2,активность ЦГТ в опыте, про-
веденном в ферментере, несколько ниже по сравнению с ре-
зультатами, полученными в опытах в колбах (соответственно
0,12 мкэкв*мл/мин и 0,17 мкэкв-мл/мин при 37 °С или
0,145 мкэкв-мл/мин при 45 °С).
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Рис. 1. Динамика содержания циклодекстринов и проявления
активности ЦГТ в культуральной жидкости в ходе
культивирования В- macepcms штамм ВКМВ-506 в
колбах при различных температурах:

х—х - содержание циклодекстринов в мкэкв -мл,
темп. 37 °С,

* х - содержание циклодекстринов в мкэкв» мл,
темп. 45 С,

о—о - активность ЦГТ в мкэкв. мл/мин, темп. 37 °С,
о о - активность ЦГТ в мкэкв-мл/мин, темп. 45 С.

Более низкое значение активности ЦГТ, полученной на
ферментационной установке, компенсируется лучшей стабиль-
ностью энзимного препарата и главным образом более быстрым
достижением области максимальной активности ЦГТ в культу-
ральной жидкости - за 85 часов культивирования.

Некоторые различия наблюдались и в содержании цикло-
декстринов в ходе культивирования баиилл в колбах и фер-
ментере. Высокое содержание циклодекстринов наблюдалось в
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ферментере до 30 часов культивирования и после резкого спа-
да их содержание оставалось также на уровне до 0,3 мкэкв-мл
культуральной жидкости.

Объясняется это, по-видимому, тем, что доступность пи-
тательных веществ (натертый картофель вместо нарезанного)
плюс активное перемешивание культуры обеспечивают ускорение
роста культуры и израсходование источников углерода - как
крахмала, так и пиклодекстринов, чем и вызвано более бы-
строе достижение максимума активности ЦГТ.

Рнс. 2, Динамика содержания циклопекстринов и проявления
активности ЦГТ в культуральной жидкости, расход
'титранта' в ходе культивирования В. macenans
штамм ВКМВ-506 в ферментере при 37 °С;

содержание циклодекстринов в мкэкв мл,
° °

- активность ЦГТ в мкэкв-мл/мин,
- динамика расхода титранта /ЫаОН/.

На рис. 2 приведена также кривая расхода титранта -

раствора едкого натра, описывающая по существу продукцию
кислоты культурой B.macerans. По рис. 2 видно, что в
течение опыта за 150 часов мы наблюдали три "периода тит-
рования", механизм подобного периодического потребления
титранта остается пока неясным.

Ерли предположить, что продукция ЦГТ культурой В.
maoerans кислоты связана с потреблением источника уг-

лерода и ростом самой культуры, то нужно отметить, что ис-
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пользованный нами штамм продуцирует ЦГТ непропорционально
росту биомассы, а с некоторым опозданием, в условиях де-
фицита источника углерода. В пользу такого предположения
говорят и противоположные ходы кривых, описывающих кон-
центрацию ииклодекстринов и активность ЦГТ в культуральной
жидкости в течение всего периода культивирования бацилл.

В заключение нужно отметить, что для повышения фер-
ментативной активности культуральной жидкости Bacillus
mace га ns штамм ВКМВ-506 необходимо оптимизировать усло-
вия выращивания культуры. Указанный штамм может представ-
лять значительный интерес с точки зрения его технологиче-
ского применения, так как при изучении степени конверсии
растворимого крахмала гликозилтрансферазным комплексом вы-
яснилось, что исходный субстрат конвертируется в количест-
ве 70-80 % в циклодекстрины.
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Characterization and Application of Enzyme

Complex for Obtaining Cyclodextrina

I Study of the Biosynthesis of Cyclodextringlucano-
transferase Complex by Bacillus macerans

Abstract

The article presents the results of a study of the bio-
synthesis of cyclodextringlucanotransferase (CGT) complex
by Bacillus macerans BKMB-506 cultivated in different condi-
tions.

It appears that the optimum temperature for biosynthesis
CGT is 37 °G, The maximum activity of enzyme is obtained
by cultivating the microorganisms in anaerobical conditions
with stirring for 85 hours. For obtaining the maximum ac-
tivity of CGT without stirring another 44 hours was needed,
but the maximum activity of CGT is higher.

The role of carbon source in biosynthesis of CGT is
discussed.
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КАЛОРИМЕТРИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ НАТИВНОСТИ
ПРЕПАРАТА СЫВОРОТОЧНОГО АЛЬБУМИНА

В настоящее время вещества белкового происхождения, в
частности из плазмы крови, широко используются для изуче-
ния механизма переноса низкомолекулярных соединений в комп-
лексе с белками крови с целью создания средств терапии при
отравлении организма ядовитыми веществами CIU.

Известно, что в процессе переноса кровью большинство
низкомолекулярных соединений, обладающих физиологической
активностью, вступает во временные комплексы с белками
плазмы. Наиболее универсальными комплексообразующими свой-
ствами отличается сывороточный альбумин, молекулы которого
способны обратимо фиксировать вещества самого различного
химического строения.

Обратимая фиксация лиганда осуществляется особыми уча-
стками молекулы белка - связывающими центрами - и требует
во многих случаях полного соответствия третичной структуры
белка для распознавания чужеродных соединений белком и
адаптации к взаимодействию с ними. Поэтому, можно предпо-
ложить, что выявление роли конформационных явлений молеку-
лы альбумина при создании эффективных связей между белком
и ядом составляет особый аспект проблемы.

В‘связи с этим, на наш взгляд, большой интерес пред-
ставляет поиск наиболее эффективного метода характеристики
препаратов сывороточного альбумина по нативности. Ранее на-
ми С2] нативность альбумина исследовалась по методу жид-
костной хроматографии. При этом было показано, что натив-
ность имеющихся препаратов может изменяться в широких
пределах, хотя это никак не отражается в технических усло-
виях на препараты при выпуске их из производства.

№ 633

ТАЕЫША POLÜTEHNILISE INSTITUUDI TOIMETISED

ТРУДЫ ТАЛЛИНСКОГО ПОЛИТЕХНИЧЕСКОГО ИНСТИТУТА

УДК 547.962.3:536.628.3
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В данной работе нативность белка изучалась методом диф-
ференциальной сканирующей калориметрии, позволяющей опреде-
лить теплоту денатурации, температурный интервал, темпера-
туру денатурации и характеризовать препараты по их нативно-
сти.

Материалы и методы
В качестве белкового препарата использовали альбумин

из сыворотки человеческой крови, полученный по методу Кону
и представленный станцией переливания крови при Минздраве
ЭССР. Альбумин растворяли в 0,05 М Трис-HCI буфере с pH
8,05. Концентрация альбумина в растворе составляла 5%,

Проба раствора в количестве 30 мкл, отмеренная микро-
шприцем, помещалась в покрытую лаком алюминиевую капсулу.
Капсула герметично закрывалась.

Тепловую денатурацию раствора белка и калориметриче-
ские измерения проводили на термическом анализаторе фирмы

Du Pont (США), модель 1090. Раствор белка в капсуле
нагревали до заданной температуры денатурации и выдержива-
ли требуемое время (от 2 до 60 мин). Далее пробу охлаждали
до 20 °С. Время охлаждения составляло не более 5 мин. За-
тем проводили сканирование по температуре со скоростью
10 град/мин. Температура программировалась в интервале Тем-
ператур 35-90 °С. В сравнительной калориметрической ампуле
находилось 30 мкл буферного раствора, не содержащего белка.

Высокая воспроизводимость базовой линии при работе с
концентрированными растворами белка (из-за малого объема
раствора) позволяет на данном калориметре зарегистрировать
изменение теплоемкости при переходе белка из нативного со-
стояния в денатурированное. На термограмме фиксировали tH-
температуру начала теплопоглощения, IМИН1 МИН

- температуру
максимума теплопоглощения и дН - величину изменения энталь-
пии. Все параметры термограммы вычислялись автоматически на
ЭШ. Каадый опыт повторялся 3-5 раз. Результаты эксперимен-
тов обрабатывались по методам математической статистики.

Результаты исследований

Общий вид термограммы тепловой денатурации раствора
альбумина показан на рис. I, Тепловой.эффект денатурации
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концентрированных растворов глобулярных белков, регистри-
руемый калориметром, является суммой двух величин; эндотер-
мического эффекта разрушения внутримолекулярных связей на*-
тивного состояния при денатурации и экзотермического эффек-
та образования новых беспорядочных связей между молекулами
при агрегации.

Рис. 1. Термограмма тепловой денатурации растворе
сывороточного альбумина в 0,05 М Трнс-НСI
буфере с pH = 8,05.

Наличие агрегации сильно усложняет калориметрическое ис-
следование. Процесс агрегации, в явном -виде проявляющийся
после денатурации, начинается одновременно с ней, что и
приводит к понижению суммарного теплового эффекта йН.
Влияние агрегации тем сильнее, чем ниже скорость нагрева-
ния. По данным [3] для исключения агрегации из суммарного
теплового эффекта необходимо провести калориметрический
эксперимент быстро, со скоростью сканирования 10 град/мин.
Исходя из этого, мы предполагали, что в выбранных условиях
одной серии экспериментов величина ДН прямо пропорциональ-
на количеству связей, определяющих нативное состояние бел-
ка.

На рис. 2 показано, что интенсивное поглощение тепла,
связанное с денатурацией сывороточного альбумина, происхо-
дит в области температур 60-75 °С. Воспроизводимость изме-
рения величин теплового эффекта при сканировании раствора
сывороточного альбумина составляла

AH q = 9,0 +0,6 Дж/г.
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Рис. 2. Т сывороточного альбумина:
а) изотермическая выдержка в течение 2 мин

при 80 °С,
б) изотермическая выдержка в течение 30 мин

при 60 °С.

Рис. 3.
Зависимость температуры нача-
ла теплопоглощения (Тн ) и
температуры максимума тепло-
поглощения (Т мин ) от доли натнв
ности белка в растворе.
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По мере снижения нативности белка, за счет увеличения
температуры и времени изотермической выдержки раствора пе-
ред сканированием, весь тепловой эффект смещается в сторону
более высоких температур. Это выражается в увеличении t H и
t

MUH
= tgeH с ростом степени термообработки. При этом на-

блюдается неплохая корреляция между относительной величиной
теплового эффекта ( дН/ дН0 ) и этим смещением, что показано
на рис. 3. Такое поведение исследуемой системы можно объ-
яснить тем, что в первую очередь разрушаются наиболее тер-
молабильные связи, ответственные за нативную конформацию
молекул, т.е. проденатурированные молекулы белка проявляют
повышенную термостабильность по сравнению с молекулами на-
тивного белка.

Сама величина теплового эффекта с углублением предва-
рительной денатурации заметно снижается. Это явление отра-
жено на рис. 4. Изотермическая выдержка образца в течение
60 мин снижает величину теплового эффекта при 55 °С до 6,2
+ 0,4 Дж/г, при 65 °С до 1,3 + 0,1 Дж/г. При температуре
75 °С изотермическая выдержка в течение 10 мин приводила к
полному исчезновению теплового эффекта.

Рис. 4.
Зависимость теплового эффекта
от температуры и продолжитель-
ности тепловой денатурации.

Если принимать допущение о прямой связи теплового
эффекта с числом нативных молекул белка в растворе, то на-
тивность препарата в процентах можно определять как

N х 100, %
дН о



Рис. 5.
Нативность альбумина в зави-
симости от температуры теп-
ловой денатурации в течение
10 мин.

На рис. 5 показана зависимость нативности, рассчитан-
ной таким образом от 10-минутной выдержки раствора при раз-
личных температурах. Общий характер зависимости имеет ту
же тенденцию, что наблюдалась в 121. Однако числовые зна-
чения нативности, рассчитанные по данным хроматографии,от-
личаются от значений, полученных по данным калориметрии.

Так, нативность альбумина по данным хроматографии пос-
ле 30 мин обработки при температуре 60 °С составляла 70 %,

при 65 °С - 45 %. По данным калориметрии значения нативно-
сти после таких же изотермических обработок составили 51 и
16 %, соответственно. Объяснить такое расхождение резуль-
татов можно следующим образом. Во-первых, при калориметри-
ческих измерениях пришлось использовать значительно более
концентрированные растворы, чем при хроматографии (5 % и
0,1 %, соответственно). В этих условиях возможно значитель-
ное увеличение интенсивности процесса агрегации проденату-
рированных молекул, приводящее к уменьшению теплового эф-
фекта дН, следовательно, и к уменьшению кажущейся степе-
ни нативности. К сожалению,используемый нами термоанализа-
тор не позволяет работать с большими объемами проб, что
могло бы позволить регистрировать термограммы растворов та-
кой же концентрации, как и в хроматографических исследова-
ниях. Во-вторых, не исключено, что одним источником оши-
бок может быть неправильный выбор базовой линии при кало-
риметрии, что,как известно С4], является одной из основных
проблем метода.

54
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На основании полученных результатов можно заключить,
что при тепловой необратимой денатурации сывороточного аль-
бумина в области температур 60-75 °С наблюдается интенсив-
ное поглощение тепла. Эндотермический максимум имеет тен-
денцию смещаться в сторону более высоких температур и уве-
личивается по мере возрастания степени денатурации. Полное
исчезновение теплового эффекта наблюдалось после 10 мин
обработки раствора при 75 °С. Относительная величина дН
может быть использована в качестве характеристики нативно-
сти препарата. Однако для получения характеристик, сравни-
мых с результатами хроматографических испытаний, необходимо
использовать либо более чувствительный калориметр, либо ка-
лориметр с большими по объему рабочими ампулами.
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M, Priedenthal, A. Ignat,
A, Kropachov

Investigation of Serum Albumin
Nativity by Calorimetry

Abstract

The proteins nativity was investigated by differential
scanning calorimetry (DSC), 5 % solution of blood serum
albumin in 0,05 M Tris-HCI buffer with pH 8.05 (one sample
- and Du Pont DSC equipment was used. The scanning
speed was 10 deg/min at the temperature interval 35-90 °C,

The heat absorption has been found to take place at
the temperature interval 60-75 °G and to disappear after
10 min thermal treatment at 75 °G, The possibility to value
the nativity of proteins on the basis of calorimetric data
was suggested.
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М.К. Фриеденталь А.В, Игнат

ПШOOБРАЗУЩАЯ СПОСОБНОСТЬ БЕЛКОВ ПОДСЫШОЙ
СЫВОРОТКИ

Введение

С развитием мембранной технологии стало возможным
разделение компонентов молочной сыворотки в белковую и низ-
комолекулярную фракции. Обе фракции являются ценными с точ-
ки зрения их функциональности и широкого круга применения
Q-33. На современных предприятиях переработки молочной сы-
воротки сыворотку сгущают методом обратного осмоса до со-
держания сухих веществ около 20 %, белковую и лактозную
фракции разделяют методом ультрафильтрации.Лактозную фрак-
цию направляют на дальнейшее производство молочного сахара-
рафинада или с помощью иммобилизованной ji-галактозидазы
расщепляют на глюкозу и галактозу. Полученный гидролизат
либо служит питательной средой при производстве пекарских
и кормовых дрожжей, либо используется для производства за-
менителя сахара - глюкозо-галактозного сиропа. Белковую
фракцию высушивают. Сухой продукт, содержащий в среднем
35-65 % белка, может найти самое разнообразное применение
в пищевой промышленности.

Многими авторами С4-8] показана перспективность при-
менения белков подсырной сыворотки в качестве пенообразо-
вателей в пищевых композициях.

Белки, являясь поверхностно-активными веществами,спо-
собны создавать адсорбционный слой на меяфазной поверхно-
сти; воздух-жидкость. На поверхности раздела полипептид-
ная цепь белковой молекулы располагается горизонтально, а
боковые цепи, являющиеся остатками сложных аминокислот, и
обусловливающие поверхностную активность белковых молекул,
ориентируются по принципу: гидрофобные
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группы к воздуху, а гидрофильные участки погружены в вод-
ную фазу. Вследствие этого при интенсивном перемешивании
белковых растворов образуется пена. Качество пены зависит
от вида белковой молекулы, степени развертывания и концент-
рации белка, pH среды и других факторов.

Исходя из этого, перед настоящей работой была по-
ставлена задача охарактеризовать белки подсырной сыворотки
по их пенообразующим свойствам в целях разработки препара-
тов - заменителей яичного белка в кондитерской промышлен-
ности.

Материалы и методы

Исследования проводились с использованием концентрата
сывороточных белков (КСБ), выпускаемого Выруским комбина-
том молокопродуктов. Химический состав КСБ определяли по
стандартным методикам, принятым для молочных продуктов.Бе-
лок - по методу Къелдаля, жир - кислотным методом, лактоза
- после гидролиза [i-галактозидазой по глюкозо-оксидазному
методу, зола - оэолением при температуре 550 °С

Микрофильтрация КСБ для отделения липопротеидов осу-
ществлялась на установке "Миллипор" (США) с диаметром мем-
браны 90 мм. В качестве фильтрующих элементов использова-
лись мембраны "Владипор" (СССР) типа МФА-А со средним диа-
метром пор 1,0 мкм. КСБ растворяли до концентрации 10 % в
дистиллированной воде, процесс микрофильтрации оценивался
по скорости фильтрации и остаточному содержанию жира, в
фильтрате. Рабочее давление - 0,3 МПа, температура 20 °С.
Микрофильтрованные растворы подвергались лиофильной суш-
ке.

Пенообразующие свойства МКСБ характеризовались по
объему образовавшейся пены Vn , времени вытекания первой
капли жидкости после совершения процесса вспенивания и
количеству жидкости (дренажа) v> после 30 и 60-минутной вы-
держки пены в статических условиях. Опыты проводились
на установке, представленной на рис. I.

В градуированный стакан помещали 50 мл 10 %-ного ра-
створа МКСБ и взбивали в течение 15 мин при скорости вра-
щения мешалки 3600 об/мин, которая проверялась стробоско-
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пическим тахометром. После осуществления процесса взбива-
ния фиксировали о(*ьем образованной пены Vn . Затем открыва-
ли кран на дне сосуда и автоматически определяли время
выпадания первой капли г л с помощью управляемого счет-
чика капель. Количество дренажа и vfr60 измеряли мер-
ным цилиндром.

Опыты по пенообраэованию яичного белка проводились с
яичным белком из свежих яиц.

Результаты и обсуждение

Пригодность промышленного КСБ для пенообразования оп-
ределяется, в первую очередь, химическим составом препа-
рата КСБ. По данным С9] для проявления пенообразугощих
свойств препараты КСБ должны содержать менее I % жира по
сухому веществу. Исходя из этого, была проведена серия
опытов по отделению жира с помощью метода микрофильтрации.
Метод очень перспективный, позволяет одновременно с липо-
протеидами удалить также микроорганизмы, повышая тем са-
мым качество белкового продукта ИСП.

В таблице I приведены данные по химическому составу
КСБ и МКСБ.

КСБ - концентрат сывороточных белков, выпускаемый Выру-
ским комбинатом молпродуктов.

МКСБ - микрофильтрованный препарат концентрата сывороточ-
ных белков.

Из табл. I следует, что препараты МКСБ по содержанию
жира соответствуют рекомендованным в литературе препаратам.

Таблица I
Средний химический состав препаратов КОМ и МКСБ, %

Состав КСБ МКСБ

I. Сухие вещества 94-95 100
2. Белок 58-59 65-66
3. Жир 7,5-9,0 <I,jO
4. Лактоза 24-25 29-30
5. Зола 3,0-5,0 3,8-4,4
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Для оценки пенообразующих свойств белков использова-
лись следующие критерии:

I. Пенообразутащая способность раствора Vn - это ко-
личество пены, выражаемое ее объемом (в мл), которая об-
разуется из постоянного объема раствора при соблюдении оп-
ределенных условий в течение данного времени,

2. Кратность пены jb представляет собой отношение
объема пены Vn к объему раствора Vp , пошедшего на ее об-
раэование.

3. Стабильность (устойчивость) пены - ее способность
сохранять общий объем, дисперсный состав и препятствовать
истечению жидкости (синерезису).

Результаты этих опытов показали (табл. 2), что пре-
параты МКСБ отличаются хорошей пенообраэующей способностью,
но низкой стабильностью пены. Интересным оказался и факт,
что стабильность пены не зависит от pH среды.

Здесь, однако, сразу следует отметить, что процесс
пенообразования сложен из-за совместного влияния много-
численных физико-химических, физико-технических и других
факторов. Закономерности, которыми характеризуется процесс
образования пены, существенно зависят от условий проведе-
ния Конкретного технологического процесса или эксперимента.
Множество переменных параметров, влияние которых не всегда
поддается учету, практически исключает возможность строго-
го математического описания протекающих процессов.

T
Пенообразугощие свойства белков

а б л и ц а 2

Наименование
препарата

Пенообразующая
способность

Стабильность
пены г1 , мин

vn

I. КСБ 150 3,0 крайне нестабиль-
ная

2. МКСБ 450 9,0 3,5-4,0
3. Яичный белок 350 7,0 6,0-7,0

I) из свежих яиц, = 7,6, 10,6 % белка СИ].
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Рис. 1. Схема устройства для исследования пенообразующих свойств
белковых растворов:
1 - мотор М 25 (ГДР); 2 - мешалка; 3 - градуированный
сосуд; 4 - фотоэлемент; 5 - секундомер; 8 - счетчик капель;
7 - стробоскопическая лампа; 8 тахометр; 9 мерный ци-
линдр; 10 - штатив.

Рис, 2, Пенообразующие свойства МКСБ в зависимости от pH среды
при термообработке. Температура 80 С, длительность обра-
ботки 15 мин.

В некоторых работах указывается на возрастание вспени-
ваемости белковых растворов после тепловой обработки, а
также на рост стабильности пены с увеличением продолжитель-
ности нагревания белковой среды CI2-L4], Исходя из этого
нами исследовалось влияние термообработки, в частности pH,
температуры и продолжительности обработки на вспенивае-
мость МКСБ. Термообработка проводилась в 100 см3 термоста-
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тируемой ячейке. Обработанные растворы охлаждали до ком-
натной температуры, затем вспенивали, согласно вышеописан-
ной методике.

Из рис. 2 следует,что максимальная пенообразующая спО'

собность МКСБ проявляется при pH термообработке 3,9-4,!. В
данной области pH в ходе проведения термообработки раствор
МКСБ становится'более вязким, наступает стадия гелеобразо-
вания. Вода связывается в структуру геля, что, не исключе-
но, является причиной улучшенной вспениваемости белка. Ни-
же pH 4,0 процесс гелеобразования углубляется, что приво-
дит к загустению раствора, обусловливающему повышенную ста'
бильность пены, но низкую вспениваемость белка. При повы
шенных значениях pH вязкость раствора заметно уменьшает-
ся, что, по-видимому, препятствует получению пены с до-
статочной вспениваемостью и стабильностью.

В дальнейших опытах
термообработка проводи-
лась при pH 3,7, так
как образовавшаяся пена
отличается прежде всего
повышенной стабильностью
по сравнению с пеной из
яичного белка.

Обработка белка в ин-
тервале температур от 70
до 85 °С показала (рис.З),
что повышение температуры
среды приводит, с одной
стороны, к уменьшению вспени-
ваемости белка, и, с другой
- к увеличению стабильности
пены. р

При изучении влияния
продолжительности термообра-

Рис. 3. Пенообразующие свойства МКСБ
в зависимости от температуры
среды. pH 3,7, длительность
обработки 15 мин.

ботки при 80 °С на пенообразующие свойства МКСБ (рис. 4)
выяснилось, что максимальную вспениваемость раствор имеет

пены достаточно высока. Vn для 10 мин выдержки состав-
ляла в среднем 475-500 мл ( = 16-17 мин) по сравнению



Рис, 4. Пенообразующая способность МКСБ в зависимости от
продолжительности термообработки. Температура 80 С,
pH 3,7.

с Vn = 460-480 мл ( 'С'
1

= 25-йб мин) для 15-минутной об-
работки. Более длительные временя термообработки приводят
к загустению белкового раствора, в результате чего умень-
шается Vn , а стабильность пены, как и предполагалось,уве-
личивается ( v^0 <0,1 мл).

Рис. 5. Пенообразующая способность
МКСБ в зависимости от кон-
центрации препарата. Темпе-
ратура 80 С, pH 3,7 и дли-
тельность обработки 15 мин.

В последующем изучалась зависимость пенообразующих
свойств МКСБ от концентрации препарата в растворе (рис. 5).

Как показано на рис. 5 препарат МКСБ проявляет мак-
симальное пенообразование при концентрации 10 г/100 г ра-
створа, что соответствует концентрации около 7 % белка.
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При данной концентрации белка получается пена, стабильность
которой и 3 раза выпе стабильности пены из яичного белка
( = 25-26 и 6-8 мин, соответственно). Уменьшение концент-
рации препарата ниже 10 % обусловливает образование пены с
пониженной стабильностью. 'Увеличение концентрации >lO % та
же не обосновано, так как приводит к заметному ухудшению
пенообразующей способности МКСБ. Стабильность пены в данном
случав не представляет интереса, так как г» 30 мин.

Итак, осветленные растворы МКСБ способны образовать
пены, не уступающие по вспенивающим свойствам пенам из
яичного белка. Для получения стойкой пены из МКСБ рекомен-
дуется провести предварительную обработку белка при темпе-
ратуре 70-80 °С иpH 3,7-4,0 в течение 10-15 мин. Термооб-
работка белка приводит к образованию гелевой структуры и
повышению вязкости раствора, обусловливающих стойкость пены
Желательная концентрация 9-10 г МКСБ/ЮО г раствора.

Для окончательной апробации пен из МКСБ необходимо из
учить возможное влияние ингредиентов, предусмотренных рецеп
турами кондитерских изделий, на вспененный белок и качест-
во готового пищевого продукта.
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The Foaming Properties of Milk Whey Proteins

Abstract

The foaming properties of milk whey proteins unfatted
by microfiltration were investigated.

The dependence of overrunning and stability on thermal
treatment (temperature and durability of treatment), pH and
concentration of protein solution have been studied. It has
been found that the conditions of treatment to get the best
foam were: temperature ?0-80 °C, pH 5,7-4.0, the durability
of thermal treatment 10-15 min. The concentration was 9 -

- 10/100 g solution.
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К.Э. Паппель Э.Н. Теаро Э.Г. Уус

ГИДРОЛИЗ ЛАКТОЗЫ В БАРБАТАШОМ БИОКАТАЛИТИЧЕСКОМ
РЕАКТОРЕ

Основными вопросами, определяющими внедрение процес-
са гидролиза лактозы в промышленности, являются: получение
биокатализатора с достаточной активностью и стабильностью,
выяснение кинетических параметров названного процесса и
создание его аппаратурного оформления. Получение иммобили-
зованной р>-галактозидазы, исследование ее свойств и изу-
чение кинетических параметров процесса исследованы в на-
ших предыдущих работах CI-б]. Целью настоящей работы яви-
лось изучение вопросов аппаратурного оформления процесса,
в частности, исследование применимости биокаталитического
реактора барботажного типа для проведения гидролиза лак-
тозы.

Материалы и методы

Биокатализатор получен связыванием |i -галактозидазы
из Penicillum canes се ns с помощью глутарового альдеги-
да на силохроме СХ - 1,5, С-80 или органоминеральном но-
сителе, разработанном на кафедре органической и биологиче-
ской химии ТЛИ. Опытные партии иммобилизованной jä-галак-
тозидазы на основе органоминерального носителя и силохро-
ма CX-1.5 изготовлены сотрудниками ТЛИ, ана основе си-
лохрома С-80 совместно с сотрудниками ВНИИБиотехнологии.
Препараты имели начальную активность по лактозе от 170 до
292 ед на г сухого препарата.

В качестве субстрата применяли водные растворы мо-
лочного сахара-сырца (ОСТ 4963-85) или молочную сыворотку,
содержащих лактозу от sдоls %, Регулирование pH среды
проводили с помощью I М раствора уксусной кислоты или мо-
лочной кислоты.
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Процесс гидролиза лактозы осуществлен в биокаталити-
ческом реакторе БКР-5, разработанном в ШИ, Реактор явля-
ется колонным аппаратом с интенсивным перемешиванием ката-
лизатора воздухом и состоит из 4 ступеней (9). Для обеспе-
чения питания реактора исходным раствором при заданной тем-
пературе, измерения количества подаваемого субстрата, пи-
тания аппарата воздухом, термостатирования всех секций ап-
парата и для отбора проб гидролизата и катализатора в про-
цессе работы создана установка, схема которой представлена
на рис, I, Субстрат из термостата (2) поступает в верхнюю

Рис. 1. Схема установки гидролиза лактозы в барботажном
биокаталитическем реакторе:
1 - барботажны-8 биокаталитический реактор БКР-З;
2 - термостат: 3 - патрубок подвода газа; 4 - сбор
ник гидролизата-, 5 - автотрансформатор; в - нерв -

лнвное устройство? 7 - кран.
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секцию аппарата, взаимодействует определенное время с ка-
тализатором, находящимся в псевдоожиженном слое и через
переливное устройство (6) поступает в следующую секцию.
Время пребывания субстрата на каждой ступени можно регулиро-
вать путем изменения объема жидкости на ней при помощи уров-
ня переливной трубки. Замену катализатора можно проводить
по секциям через соответствующие краны (7) или его движени-
ем вдоль колонны вниз после прекращения подачи воздуха и
соединения потрубка (3) с атмосферой.

Процесс гидролиза лактозы проводился при температуре
40 +l°С и pH среды 4.5-4.6, Ход реакции гидролиза оце-
нивался по содержанию глюкозы в исследуемой смеси, концент-
рацию которой определяли глгокозо-оксидазным методом C7J, Ак-
тивность биокатализатора определялась в стандартных усло-
виях по начальной скорости расщепления лактозы до глюкозы
и галактозы С7], За единицу активности принималось количе-
ство препарата, катализирующее гидролиз I мкмоля субстра-
та при 30 °С и оптимальном pH среды за I мин.

Концентрация лактозы определялась по содержанию глю-
козы, образующейся после полного гидролиза лактозы с по-
мощью ji -галактозидазы.

Степень конверсии лактозы вычислялась как соотношение
концентрации глюкозы в данный момент к максимально воз-
можному содержанию ее в растворе при полном ресщеплении
лактозы.

Результаты и обсуждение

Исследовано влияние сывороточных белков на эффектив-
ность работы реактора. Для этого в качестве субстрата ис-
пользована творожная сыворотка, содержащая 0,9 % белка,
4,5 % лактозы, 0,7 % минеральных веществ,o,4 % жира и 0,6 %

т.н. казеиновой смеси. Гидролиз лактозы проводили иммобили-
зованной на силохроме CX-1.5 (2> -галактозидаэой с активно-
стью 170 Е на г сухого препарата. Общее количество катали-
затора в реакторе - 2,5 кг, расход субстрата в ходе экс-
перимента варьировали от 16 до 60 л в час. Опыты по-
казали, что вследствие интенсивного вспенивания сыво-
ротки катализатор начинает транспортироваться с ни-



жележащей тарелки на вышележащую, переливные устройства
забиваются пеной, и жидкость накапливается в сепараторе.
Кроме этого отмечено, что после 10 часов работы реактора
имеет место частичное закупоривание переливных устройств
аппарата белками сыворотки. С целью устранения названных
недостатков исследована возможность применения олеиновой
кислоты в качестве пеногасителя и влияние предварительной
фильтрации молочной сыворотки на эффективность работы ре-
актора. Выяснилось, что предварительная фильтрация сыворот-
ки через лавсановую ткань и добавление 0,01 % олеиновой
кислоты обеспечивают непрерывную работу аппарата. Учиты-
вая это, в дальнейшей работе использована предварительно
отфильтрованная сыворотка, куда в качестве пеногасителя
добавлено 0,01 % олеиновой кислоты. В последующем были
изучены кинетические характеристики аппарата. Для этого
определена степень конверсии лактозы в каледой ступени
реактора при нагрузке аппарата по субстрату 30 л/ч. Гид-
ролиз проведен иммобилизованной на силохроме [Ь-галакто-
зидазой с активностью 261 Е (на г сухого препарата). Общее
количество катализатора в реакторе - 2,6 кг. Содержание
лактозы в молочной сыворотке равнялось 4,2 %. Продолжи-
тельность опыта 4 часа. При этом через 30 мин на каждой
ступени реактора определялось содержание глюкозы, на осно-
ве чего вычислялась степень конверсии субстрата. Сравнение
результатов эксперимента (табл. I) со степенями конверсии,
рассчитанными исходя из тех же исходных данных по обобщен-
ному кинетическому уравнению, разработанному Сиймером с
сотрудниками CBD, показало соответствие теоретических по-
ложений действительной кинетической характеристике реак-
тора.
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Таблица I
Степень гидролиза лактозы в БКР-5 по
экспериментальным и расчетным данным

Ступень Степень конверсии
реактора расчетное зна-

чение среднее экспериментальное
значение

I 0,214 0,255
2 0,365 0,385
3 0,481 0,460
4 0,575 0,560
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Учитывая вышеизложенное, кинетику гидролиза лактозы в
каждой ступени реактора можно описать уравнением (I),пред-
ставленным нами ранее С 53.

(I)

где vQTK
- относительная скорость реакции в данной ступени

реактора;
CS3 0

- начальная концентрация лактозы, моль/л;
х - степень конверсии субстрата.

Адекватность описания кинетики гидролиза лактозы по
уравнению (I) с процессом в реакторе позволяет осуществ-
лять математическое моделирование процесса в аппаратах ти-
па БКР-5. Используя предложенную нами методику расчета
гидродинамических параметров таких аппаратов CIO, llЗаиме-
ем возможность их проектирования для любой заданной произ-
водительности.

С целью выяснения возможностей увеличения производи-
тельности реактора изучен гидролиз раствора лак-
тозы. Повышение концентрации в исходном растворе от 5 до
15 % по данным лабораторных исследований [I, 5] повышает
стабильность препарата и, с другой стороны, увеличивает
пропускную способность аппарата при тех же его габаритах.
Испытания проведены с иммобилизованной на органоминераль-
ном носителе (Ь -галактозидазой с исходной активностью
292 Е (на г препарата). Растворы лактозы приготовлены из
технического препарата лактозы (т.н. сахара-сырца) в водо-
проводной воде, pH раствора доведен до pH - 4,6 I М ра-
створом уксусной кислоты. Испытание реактора осуществлено
при расходе субстрата 15 л/ч. Всего обработано НО кг ра-
створа лактозы. Как видно из опытных данных (табл. 2) до-
стигаемая степень конверсии субстрата превышала 75 %,Сни-
жения активности катализатора в ходе работы не обнаружено.
Испытания подтвердили целесообразность применения субстрат
ных растворов с исходной концентрацией лактозы 15 %,

Испытания биокаталитического реактора в полупромышлеН'
ных условиях проведены в Тюрийском экспериментальном
лении КТБ Мясомолпрома ГАПК ЭССР и на Выруском комбинате
молпродуктов. В качестве катализатора при экспериментах в

1 -*
OTK 1 + -^f o+(0,85+ 5,711S3 o)x-5,7LS]oX 2 ’



I\орийском отделении использована иммобилизованная на орга-
номинеральном носителе (i -галактозидаза с исходной актив-
ностью 292 ед на г, а на Выруском комбинате молпродутов
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Таблица 2
Гидролиз раствора лактозы

Время
работы
часов

ступени
реактора

Содержание
глюкозы,
мг/мл

Степень конверсий

I I 19
2 28,4
3 46,4
4 49,6 67,9

2 I 26,6
2 38,0
3 52,8
4 55,6 76,2

3 I 26,4
2 38,4
3 50,4
4 55,4 75,9

4 I 27,2
2 40,4
3 50,4
4 55,6 76,2

5 I 28,2
2 44,8
3 54,4
4 57,2 78,4

б I 27,6
2 44,8
3 52,0
4 57,6 78,9

7.5 I 26,4
2 44,0
3 52,0
4 57,4 78,0

х - содержание глюкозы при степени конверсии 100 %

равняется Аэ мг/мл.
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иммобилизованная на силохроме С-80 -галактозидаза с ак-
тивностью 230 Ена г. Общее количество катализатора в
реакторе равнялось соответственно 4,4 и 4,3 кг. Эффектив-
ность работы реактора исследовали как при гидролизе 15%-
ного раствора технической лактозы в воде, так и при гидро-
лизе лактозы в молочной сыворотке, в которую добавлена тех-
ническая лактоза до общей концентрации ее в растворе 15 %,

По химическому составу использованные растворы имитируют
промежуточные продукты производства молочного сахара на
Выруском комбинате: вторую мелассу и концентрат гиперфильт-
рации. Нагрузка аппарата по субстрату устанавливалась в
зависимости от достигаемой степени конверсии и изменялась
в пределах от 8 до 16 л/час. В общей сложности обработа-
но 1500 кг субстрата. Опыты подтвердили применимость ре-
актора для обработки исследуемых субстратов. Достигаемая
степень конверсии лактозы равнялась 70-77 %,

Таким образом, испытания реактора БКР-5 доказали при-
менимость его при гидролизе лактозы иммобилизованной
(2)-галактозидазой как в чистых растворах лактозы, так и в

предварительно обработанных растворах молочной сыворотки.
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Hydrolysis of Lactose in the Barbotage

Biocatalytic Reactor

Abstract

A process of hydrolysis of lactose in the barbotage
biocatalytic reactor BKR-5, elaborated in Tallinn Technical
University, has been studied.

Solutions containing from 5 to 15 % of lactose were
passed at the pH - 4.5 and at the temperature 40 °C
through the biocatalytic module where the hydrolysis pro-
cess in the presence of Aspergillus niger ,

immobilized on mineral or organomineral carriers, waa
carried out, 7О-77 % conversion of lactose into glucose
and galactose at the flow rates of 13-15 litres of subs-
trate per hour was obtained.

From experiments a conclusion can be drawn that the
BKR-5 type apparatus is quite suitable for carrying out
the lactoae hydrolysis process.
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К.Э. Паппель Р.А. Вокк

ХАРАКТЕРИСТИКА ФЕРМЕНТНОГО КОМПЛЕКСА Bacillus
mace nans И ПРИМЕНЕНИЕ ЕГО ПРИ ПОЛУЧЕНИИ
ЩКЛОДЕКСТРИНОВ.
П. ВЫДЕЛЕНИЕ И ОСНОВНЫЕ СВОЙСТВА ЩКЛОДЕКСТРИН-

ГЛЮКАНОТРАНСФЕРАЗЫ

Основными параметрами, определяющими эффективность
применения ферментного препарата, являются его температур-
ная и pH-зависимость активности, кинетика реакций и ста-
бильность катализатора в условиях эксплуатации. Свойства
ферментного препарата определяются продуцентом фермента,
а также условиями культивирования и могут варьироваться в
широких пределах. Характеристика циклодекстринглюканотранс-
фераз, применяемых в настоящее время для получения цикло-
декстринов в Венгрии и Японии, приведена в работах Цейтли
CID и Накамуры U2L

Целью настоящей работы явилось изучение основных
свойств циклодекстринглюканотрансфераэы, выделенной из
культуральной жидкости В. macerans, и выяснение возможно-
стей применения ее для получения |>> -цикледекетрина.

Материалы и методы

Работа проводилась с культуральной жидкостью В. maee-
rans, условия получения которой описаны в статье Пальма
и сотр. (см. наст. сб. с„ 41-48).

Активность фермента определялась по начальной скоро-
сти синтеза ji-циклодекстрина, образующегося при расщеп-
лении растворимого крахмала. Концентрация циклодекстрина
определялась с помощью фенолфталеина, образующего комп-
лекс с циклодекстрином СЗХ
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Ультрафильтрация культуральной жидкости проводилась
при р = 4ат на лабораторной установке фирмы Miili роге,
снабженной мембраной PS А С типа Pelli con • Вакуумное упа-
ривание культуральной жидкости проводилось на ротационной
вакуумной установке при остаточном давлении Па.

Осаждение фермента органическими растворителями про-
водилось при температуре $ 3° и при pH среды 5,4. В каче-
стве органического растворителя применялись этанол и аце-
тон. Конечная концентрация этанола в смеси равнялась 70
а в случае применения ацетона - 50 %, Осадок фермента уда-
ляли с помощью центрифугирования на центрифуге 3ane+zki
К-24 при 3000 об/мин и высушивали в вакуумном шкафу при
остаточном давлении 5 • Па.

Очистка методом гельфильтрации проводилась на сефа-
дексе Г-75 при скорости потока 0,4 мл/мин. Диаметр колон-
ки 0,9 см, высота слоя сефадекса - 30 см.

Обработка данных кинетических исследований проводи-
лась на микроЭВМ по линейной регрессии в измененных коор-
динатах Хейна.

Результаты и обсуждение

При изучении возможностей концентрирования культу-
ральной жидкости, содержащей фермент, сравнена эффектив-
ность использования двух методов - вакуумного упаривания
и ультрафильтрации. Типичные данные опытов представлены в
табл. I. Оказалось, что концентрирование культуральной
жидкости целесообразно провести методом ультрафильтрации.
Этот метод обеспечивает полное сохранение активности фер-
мента. При вакуумном упаривании происходит значительная
инактивация фермента, выход активности составляет 66 %.

В дальнейшей работе использован концентрат культуральной
жидкости, полученный ультрафильтрацией.

Изучение возможностей очистки полученного концентра-
та показало, что оба исследуемых метода - осаждение орга-
ническими растворителями и гельфильтрация дают возмож-
ность повышать удельную активность фермента соответствен-
но в 3,7 и 4,8 раза. Выход активности фермента при осаж-
дении органическими растворителями составляет в среднем
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90 % (табл. 2). Гельфильтрация ферментного раствора связа-
на с разбавлением его и по сравнению с осаждением ограни-
ческими растворителями менее технологична. Проведение про-
цесса требует применения импортных материалов. В связи с
этим в дальнейшей работе для очистки концентрата культу-
ральной жидкости применялось осаждение фермента органиче-
скими растворителями.

Полученный вышеописанным методом препарат применяли
для изучения pH-, температурной и субстратной зависимости
активности фермента, а также для определения его темпера-
турной стабильности.

Зависимость активности фермента от pH среды определя-
ли в интервале значений pH от 4,0 до 10,0. При этом ис-
пользовали следующие буферные системы или растворы: pH 4,0-
-5,8 - Na ацетат-уксусная кислота или 0,1 М раствор HCI;
pH 5,8-8,0 -Ма 2ИРO^-МаНгР04 или соответственно 0,1 М раствор

HCL или 0,1 М раствор NaOH; pH 8,0 - 10,0 - глицин-NaOH
или диэтаноламин- HCL или 0,1 М pacTßopNaOH.Опыты показа-
ли (рис, I), что pH-зависимость активности фермента имеет
два максимума - при значении pH 5,0 и pH 7,5 соответствен-
но. Активность фермента при pH 5,0 составляет 80 % от его

Г а б л и ц а I
Концентрирование культуральной жидкости

№ Метод Ж
Активность исход-
ного раствора

Активность кон-
центрата

Е/мл Е Е/мл Е выход,
% . .

I. Вакуумное упарива-
ние 0,095 205 0,234 135 66

2. Ультрафильтрация 0,053 10,6 0,234 10,6 100
Т а б л и Ц а 2

Очистка ферментного раствора

№ Осади-
тель

Исходный оаствор Очищенный препарат
активность Ауд активность АУД выход ак-

Е/мл Е Е/мг
белка

Е/л Е' Е/мг %

I. Этанол 0,234 135 0,014 54,9 120,2 0,052 89,2
2. Ацетон 0,195 96,6 - 32,6 91,8 - 95,0
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активности при pH 7,5, что соответствует данным Хорикоши и
сотр. Г4], полученным при исследовании свойств фермента из
Bacillus sp- (АТСС - 21783). Сравнение значений активно-

сти фермента, определенных в присутствии ацетатного иона
и без него при pH среды от 4,0 до s,B,показало, что актив-
ность фермента ниже в присутствии ацетатного иона (рис. I).

Рис. 1. pH-зависимость активности фермента:
• • регулирование pH реакционной смеси

O,IМ раствором HCI или NaOH ;

о о регулирование pH смеси буферными
растворами (см. материалы и методы).

Определение содержания циклодекстрина с помощью фенолфта-
леина в присутствии ацетатного иона показало, что в дан-
ной системе этот ион не влияет на значения определения.
Следовательно, ацетатный ион влияет на скорость реакции,
катализируемой циклодекстринглюканотрансферазой. Проверка
данных pH-зависимости активности в пределах pH среды от
6,0 до 10,0 (при регулировании pH среды 0,1 М раствором
NaOH или НС! соответственно) не приводило к изменениям

в значениях активности фермента. Исходя из данных рН-зави-
симости активности фермента и учитывая, что по данным ли-
тературы [2, 4] стабильность его значительно снижается при
pH среды < 5,8 и pH > 9,0, дальнейшая работа с фермен-
том проведена при pH среды, равным 7,5.

Зависимость активности фермента от концентрации суб-
страта (растворимого крахмала) изучена при содержании его
в реакционной смеси от 1,3 до 8,3 г/л. Оказалось (рис. 2),
что при повышении концентрации субстрата выше 3,5 г/л
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скорость реакции синтеза уменьшается. Можно предполагать,
что в ходе реакции образуется комплекс между молекулами
субстрата и фермента -Еs2»что приводит к снижению ско-
рости реакции синтеза. Обработка опытных данных в коорди-
натах V/CS] 0

= f [S] 0 дала значение = 5,95 г/л.

Рис. 2. Зависимость активности фермента от концентрации
субстрата.

Рис. 3. Зависимость активности фермента от исходной
концентрации цнклодекстрина.
Исходная концентрация цнклодекстрина:

ф—о 0,2 г/л; о —о 0,1 г/л; •—• 0 г/л.

Изучение влияния концентрации продукта - Ji -цикло-
декстрина на скорость реакции показало, что при синтезе
происходит сильное ингибирование продуктом реакции (рис.З).
Как видно из опытных данных , ингибирование является смешан-
ным.

Зависимость активности фермента от температуры опреде-
лена при исходной концентрации растворимого крахмала 30 г/л
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иpH среды 7,5. Выяснилось (рис. 4), что максимальная ско-
рость реакции наблюдается при температуре 50 °С, что со-
гласуется с данными Накамуры и соавт. С2]. При дальнейшем
повышении температуры проявляется инактивация фермента под
влиянием температуры. Энергия, активации реакции синтеза
циклодекстрина равняется 29,3 кДж/моль.

Рис. 4. Зависимость активности фермента от температуры,

Рис. 5. Стабильность фермента в 0,05М фосфатном буфере:
О—о 40°; • 45°; О О 50 .

. Термостабильность фермента изучена в интервале темпе-
ратур от 40 до 50 °С в 0,05 М растворе фосфатного буфера.
Выяснилось (рис. 5), что при повышении температуры реакции
от 40 до 50 °С скорость реакции инактивации повышается ПОЧ'
ти в 4 раза (значения константы инактивации К ин соответст-
венно и мин"*).
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Таким образом, исследуемый нами ферментный препарат
ииклодекстринглгоканотрансферазы не отличается от тех же
препаратов Bacillus sp« »применяемых при синтезе циклодекст-
ринов. Исходя из опытных данных, процесс циклизации целе-
сообразно провести при pH 7,5 и температуре 40 °С.
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Characterization and Application of Enzyme
Complex for Obtaining Cyclodextrins

II Separation and Basic Properties of Cyclodextrin-
Glucanotransferase

Abstract

A. partially purified cyclodextrin glucanotransferase
(1 4-, ck-D-(1 transferase, EC
2,4-, 1,19) was obtained from the culture broth of a strain
of Bacillus macerans by purification methods including pre-
cipitation'with organic solvents and gel filtration on
Sephadex G-75, Several properties such as effects of pH
and temperature on activity of partially purified enzyme
were studied. The effect of temperature on stability of*
this enzyme preparation in 0,05 M phosphate buffer was also
determined.
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М.И. Креэн M.A. Лаасик А.А. Менерт

СТАБИЛЬНОСТЬ ПРОТЕОЛИТИЧЕСКИХ ФЕРМЕНТОВ В
ПРИСУТСТВИИ ОКИСЛИТЕЛЕЙ И ПОВЕРХНОСТНО-АКТИВНЫХ
ВЕЩЕСТВ

В составе биоактивных моющих средств используются раз-
личные ферменты - амилазы, протеазы, липазы, целлюлазы. Са-
мое широкое применение нашли пока протеазы, действие ко-
торых облегчает удаление пятен крови, пота, пищевых про-
дуктов и улучшает отстирываемость текстиля. В основном в
синтетических моющих средствах (СМС) используются щелочные
протеазы из Bac.subtilis. При включении ферментов в
СМС всегда надо учитывать совместимость других компонентов
моющего средства и фермента, а также подбирать подходящие
для действия фермента pH среды и температуру стирки CI, 2,
3].

Дополнительные затруднения для создания биоактивных
СМС вызывает введение в композицию окислительного отбели-
вателя. Самым популярным отбеливающим веществом для СМС
является перборат натрия (Na В 02-Н 2 oг-ЫН 20), но использует-
ся и перкарборат натрия (2.Na 2C03 - ЗН 2 0) [2] и в по-
следнее время также органические перкислоты [s]. Вцделяе-
мый этими соединениями кислород оказывает инактивирующее
действие на фермент.

С целью повышения эффективности действия биоактивных
СМС огромную работу проводят по повышению стабильности фер-
ментов. Можно различать следующие основные направления:

- включение дополнительных стабилизирующих добавок
композицию CMC [I, б, 7, 8];

- изготовление специального гранулированного фермент-
ного комплекса, содержащего защищающие фермент компоненты

№ 633
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УДК 577.156:661.185.6
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(крахмал, декстрины, неорганические соли, полиэтиленгли-
коль и др.). C9-I2] ;

- гранулирование и стабилизация отбеливателя Е9, 13,
14],

Перечисленные выше способы используются либо отдель-
но, либо комбинированно друг с другом, в зависимости от
поставленной цели. Введение одной или нескольких стабили-
зирующих добавок в СМС очень часто находит приложение при
создании жидких СМС, в которых труднее всего сохранить
ферментативную активность. Включение стабилизирующих фер-
мент добавок в порошковые СМС также способствует положитель-
ному эффекту по сохранению активности фермента в процессе
стирки. В лучших образцах биоактивных СМС, содержащих
окислительный отбеливатель, протеазы сохраняют около 60 %

от исходной активности после 60-минутной выдержки при 40 °С
С4].

Включение фермента в гранулы различного состава в
первую очередь преследует цель лучшего сохранения его ак-
тивности при хранении СМС СИ, 12]. Но введенные при этом
стабилизирующие вещества (полиолы, неорганические соли и
др,) могут оказывать положительное влияние и при работе
фермента (при стирке). При стабилизации отбеливателей обыч-
но достигается одновременно две цели - при хранении мою-
щего средства отбеливатель не разлагается и сохраняет вы-
сокий уровень активного кислорода и, вто же время, фер-
мент существенно не инактивируется Сl3]. Одновременно с
отбеливателем в капсулы или гранулы иногда включают и вос-
становители (предпочтительно сульфиты),'защищающие фермент
от действия отбеливателя, особенно в начальном периоде ра-
боты С2],

Целью настоящей работы было изучение стабильности ще-
лочных протеаз в составе модельных образцов СМС, содержа-
щих окислительный отбеливатель перборат натрия, и выясне-
ние стабилизирующего эффекта различных добавок и модифика-
торов на щелочную протеазу из Вас. subtil is при выпепри-
веденных условиях.
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Материалы и методы

Объектом исследования была щелочная протеаза из Вас,
su bti li s ( протосубтилин), выпускаемая в гранулированном

виде Ладыжинским заводом ферментных препаратов, имеющая
протеолитическую активность 12-13 мккат/г. Использовали
также алкалазу и эсперазу - щелочных протеаз, выпускае-
мых фирмой "Novo 3n dustг у", имеющих активность
33 мккат/г и 13 мккат/г соответственно.

В качестве окисляющего отбеливателя использовали пер-
борат натрия (Na В0 2-Н2 0 2‘ЬН 20) отечественного производ-
ства, содержащий 8,06 % активного кислорода и мелкоград/-
лярный препарат, импортированный из Финляндии, содержащий
8,35 % активного кислорода. Оба образца были предоставле-
ны нам ПОБХ "Флора".

Для создания модельных образцов биоактивного моющего
средства использовали композицию СМС,' содержащую 15 %

анионных поверхностно-активных веществ (сульфонол, синта-
мид-5), 28 % триполифосфата натрия и другие облигаторные
компоненты. Композиция составлена и предоставлена нам
ПОБХ "Флора".

В качестве стабилизирующих добавок исследовали: поли-
этиленгликоли (ПЭГ) разной молекулярной массы (300, 1000,
2000 и 4000) производства фирмы "Schucha г dt", декстрины
кукурузного крахмала, полученные кислотным гидролизом,пре-
доставленные нам химкомбинатом ЭРСПO "Орто", а также на-
трий тетраборнокислый (бура), борную кислоту и кальций
хлористый безводный - все марки "ч".

Протеолитическую активность протеаз определяли при
40 °С иpH 10,5 на 2s-ном растворе казеината натрия. Ак-
тивность вычисляли по увеличению содержания тирозина в не-
осаждаемых ТХУ кислотой продуктах гидролиза. Содержание
тирозина определяли спектрофотометрически при Л/ = 278 нм.
Активность выражали в микрокаталах (мккат) на I г фермен-
та. Определение активности протеаз в составе модельных об-
разцов ШС проводили в тех же условиях, используя раствор
СМС 25 г/л. Так как в образцах СМС содержался I % фермен-
та, то концентрация фермента в исследуемых растворах со-
ставляла 0,25 г/л. Активность выражали в нанокаталах
(нкат) на I г СМС или на I мл раствора СМС.
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Рабочую стабильность протеаз определяли по сохранению
активности при 40 °С в течение 60 минут.

Стабильность при хранении определяли по сохранению ак-
тивности протеаз в условиях ускоренного старения - при
37 °С, >-р = 70-80 %, Одну неделю хранения при таком режиме
уравнивают на три месяца в нормальных складских условиях
[l9].

Влияние стабилизаторов на сохранение активности про-
тосубтилина выяснили либо путем их включения в композицию
модельного СМС, либо путем предварительного модифицирова-
ния ферментного препарата с их помощью. В случае последне-
го варианта из стабилизатора изготовляли раствор определен-
ной концентрации и добавляли к препарату протосубтилина в
количестве, увлажняющем материал (2-3 мл на 10 г). Затем
массу тщательно перемешивали, гранулировали путем растира-
ния через сито и высушивали при комнатной температуре.
Иногда увлажненную массу вначале высушивали и затем грану-
лировали.

При стабилизации (гранулировании) пербората натрия
использовали такую же методику.

Содержание активного кислорода С0 а) в перборате на-
трия определяли по методике [2o].

Результаты и обсуждение

В первую очередь нами исследовалась чувствительность
протосубтилина в отношении компонентов СМС и пербората нат-
рия. Для этого определяли сохранение активности протосубти-
лина в рабочих условиях (рабочую стабильность). На рис. I
приведены кривые инактивации протосубтилина в разных сре-
дах. Можно убедиться в том, что компоненты моющего средст-
ва оказывают на протосубтилин сильное инактивирующее дей-
ствие и в течение часа сохраняется около 22 % от исходной
активности фермента. Включение в состав СМС 15 % отбелива-
теля вызывает еще дополнительную инактивацию фермента
сохраняется только 12 % от исходной активности.
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Рис. 1. Сохранение активности протосубтилина при 40 С
в. разных средах, о - карбонатный буфер pH 10,5,
•

- среда СМС, О - среда СМС, содержащего
перборат натрия.

Рис. 2. CoxgaHenne активности алкалааы и эперазы при
40 С в разных средах. О - алкалаза в буфере
pH 10,5, • - алкалаза в среде СМС, содержа-
щего перборат натрия, А - эспераза в той же
среде.

Для сравнения исследовали инактивацию протеаз фирмы
Novo 3nd в тех же условиях. По результатам, приведен-

ным на рис. 2, видно, что в среде СМС, содержащего дополни-
тельно 15 % пербората натрия, сохраняется соответственно
50 и 40 % от исходной активности алкалазы и эсперазы.Срав-
нение сохранения активности протосубтилина, алкалазы и эс-
перазы проведено также в условиях, хранения СМС <37 °С, <-р =

= 70-80 %), Результаты, приведенные на рис. 3, убедительно
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доказывают большую стабильность алкалазы и эсперазы. Видно
также, что все протеазы больше инактивируются в присутст-
вии порошкообразного пербората натрия, чем в присутствии
гранулярного стабилизированного препарата. Результаты выше-
приведенных опытов доказывают необходимость стабилизации
протосубтилина либо путем включения в СМС стабилизирующих
добавок, либо путем обработки фермента или отбеливателя
стабилизирующими их веществами.

Рис. 3. Сохранение активности различных протеаз в СМС
при хранении при 37 С и «-р * 70-80 %! » - ал-
калаза, д - эспераза, О - протосубтилин.

- порошкообразный перборат натрия,
- гранулированный перборат натрия.

При модификации ферментов широкое применение нашли по-
лиэтиленгликоли (ПЭГ) с различной молекулярной массой и их
производные CIS, 161. Чаще всего используют ПЭГ молекуляр-
ной массой от 2000 до 6000, Предполагают, что стабилизи-
рующий эффект ПЭГ заключается в том, что белок, обрабо-
танный с гидрофильным ПЭГ, придерживает молекулы воды на
своей поверхности и тем самым оказывается защищенным от
инактивирующего действия органических растворителей и дру-
гих веществ, содержащих аполярные радикалы Пs]. Известно
также, что ПЭГ нашел применение в качестве стабилизатора в
биоактивных СМС С9, 17]. Иногда в состав жидкого СМС вхо-
дит пропиленгликоль СИ.
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Рис. 4, Стабильность протосубтилина и ПЭГ -прото-
субтилина при 40 С в среде СМС, содер-
жащем перборат натрия, • - протосубти-
лин, о - ПЭГ-протосубтилин, © - прото-
субтилин, добавка 2 % буры, Д - ПЭГ-про-
тосубтнлин, добавка 1 % буры.

В данной работе для изучения влияния ПЭГ (МВ = 2000)
на сохранение активности протосубтилина в рабочих услови-
ях по вышеописанной методике изготовляли образец модифи-
цированного ПЭГ фермента, содержащего 33 % ПЭГ. Кроме то-
го, в некоторых опытах ПЭГ вводили в модельные образцы
СМС в сухом виде в количестве от 0,3 до 3,0 %, Результаты
опытов, проведенных с нативным и модифицированным ПЭГ
протосубтилином, приведены на рис, 4, Можно убедиться,что
в результате обработки ПЭГ наблюдается примерно
повышение исходной активности фермента в среде СМС. Значи-
тельно улучшается сохранение активности фермента - ПЭГ -

протосубтилин сохраняет после 60-минутной вццержки при
40 °С около 30 % от исходной активности, в то время, ког-
да в сравнительной пробе сохраняется только 15 % активно-
сти, Оказывается, что обработка протосубтилина ПЭГ не
только элиминирует дополнительную инактивацию фермента,
вызванную отбеливателем, а в некоторой мере даже уменьша-
ет инактивацию, вызванную компонентами зСМС. Сохранение
актвиности протосубтилина в растворе СМС, не содержащем
отбеливатель 20-25 % (см. рис, I).
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Результаты опытов, проведенных с различными добавками
:ухого ПЭГ в композицию моющего средства, содержащего 15 %

хербората натрия, приведены в таблице I.

По данным таблицы I можно убедиться в положительном эф-
фекте добавки ПЭГ на рабочую стабильность протосубтилина.
После 60-минутной выдержки при 40 °С сохраняется больше 30 %

активности фермента. В тех же условиях проведены также опыты
с О,55б-ной добавкой сухого ПЭГ различной молекулярной массой
(300, 1000, 2000, 4000), Защищающий эффект всех рассмотрен-
ных ПЭГ оказался близким - сохранялось 27-39 % от исходной
активности фермента.

Для выяснения влияния ПЭГ на сохранение активности про-
тосубтилина в условиях ускоренного старения были составле-
ны модельные образцы СМС, содержащие ПЭГ-протосубтилин и
немодифицированный протосубтилин с добавкой сухого ПЭГ в
количестве If % от модельного СМС. Выяснилось, что во всех
образцах к 14-му дню хранения протосубтилин сохранял около
30 % от исходной активности и, таким образом, стабилизирую-
щего эффекта ПЭГ в условиях хранения обнаружить не удалось.

Известно, что в составе комплексных гранулированных
ферментных препаратов, пригодных для использования в по-
рошковых моющих средствах, иногда применяют растворимый
крахмал или декстрины С93 как полигидроксисоединения, ока-
зывающие стабилизирующее влияние. Нами изучалось влияние
декстринов кукурузного крахмала ца рабочую стабильность

Таблица I
Рабочая стабильность протосубтилина при
различных добавках ПЭГ (МВ = 2000)

ipo-
5ы

Содержание
ПЭГ в ком-
позиции, %

Активность протосубтилина в растворе

исходнаянкат/мл
после 60 мин % от исх.

нкат/мл
I 0,3 5,2 1,7 32,7
2 0,5 5,0 1,5 30,0
3 1,0 4.0 1,5 37,5
4 3,0 2,8 0,9 28,5
5 - 4,0 0,5 12,5



91

протосубтилина. Для этого вышеописанным способом провели
обработку препаратов протосубтилина и пербората натрия
раствором декстринов и получили пробы с содержанием дек-
стринов 5, 10 и 30 %, Установили, что обработка раствором
декстринов не изменяет исходную активность протосубтилина,
но содержание в некоторой мере ухудшает раствори-
мость ферментного препарата. Изучение рабочей стабильности
модифицированного декстринами протосубтилина (декс-прото-
субтилин) в присутствии исходного порошкообразного и мо-
дифицированного декстринами пербораба натрия (декс-пербо-
рат) показало, что обработка не дала ожидаемого защищать
щего эффекта - во всех образцах после 60-минутной выдерж-
ки, при 40 °С сохранялось только 12-20 % от исходной актив-
ности протосубтилина.

Обработанные декстринами протосубтилин и перборат
натрия включили в модельные образцы СМС для изучения
стабильности фермента в условиях ускоренного старения.
В образцах содержалось I % фермента и 15 % отбеливателя в
пересчете на соответствующее исходное вещество.

Приведенные в таблице 2 данные убеждают в стабилизи-
рующем влиянии декстринов на протосубтилин. Очень хорошо
сохранялась активность протосубтилина в пробах 4и 5, в
состав которых входили модифицированные декстринами про-
тосубтилин и перборат натрия. Хорошее сохранение активно-
сти протосубтилина наблюдалось и в пробе 3, но из-за вы-
сокого содержания декстринов ферментный препарат оказал-
ся плохо растворимым. Таким образом, обработка либо фер-
мента, либо отбеливателя декстринами значительно замед-
ляет инактивацию протосубтилина в процессе хранения, хотя
в рабочих условиях фермента положительного эффекта не об-
наружено .

Соединения бора как стабилизаторы протеаз часто вво-
дятся в композиции моющих средств СЗ, 13, 18]. С целью
достижения более выразительного стабилизирующего эффекта,
соединения бора в СМС вводятся одновременно с другими до-
бавками Clß]

. Нами исследовалось влияние натрия тетрабор-
нокислого, (буры) и борной кислоты на активность протосуб-
тилина в режймё работы и хранения. При этом влияние буры
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нами изучалось на рабочую стабильность как исходного пре-
парата протосубтилина, так и ПЭГ-протосубтилина (содержа-
ние ПЭГ 33 %). Результаты опытов представлены на рис, 4.
Стабилизирующее влияние буры хорошо выявляется в случае
немодифицированного протосубтилина - после 60 минут со-
храняется больше 27 %от исходной активности фермента. В
случае ПЭГ-протосубтилина положительный эффект буры менее
заметен, но благодаря суммарному эффекту ПЭГ и буры в об-
разце СМС сохраняется 40 ■% от исходной активности прото-
субтилина, Варьирование содержания буры в СМС от I до 5 %

показало, что оптимальной является добавка I %.

Борную кислоту добавляли в модельную СМС, содержащую
15 % отбеливателя вместе с хлористым кальцием. Основыва-
ясь на литературных данных ClB] использовали 2s-ную до-
бавку борной кислоты, а хлористый кальций вводили в СМС
от 0,25 до 1%, Результаты, характеризующие рабочую ста-
бильность протосубтилина при вышеприведенных добавках,при-
ведены в таблице 3.

Таблица 2
Влияние декстринов на сохранение протеолитической
активности в СМС при 37 °С и <f = 70-80 %,

№
про-
бы

Характеристика добавок
Активность , нкат/г СМС

исход-ный 7-йдень
14-й
день

сохранение
% от исх.

I протоеубт. + деке(5)пер-
борат ИЗ 100 53 46,9

2 протоеубт. + декс(Ю)-
перборат 160 126 100 62,5

3. протоеубт. + декс(ЗО)-
перборат 160 120 126 78,7

4 декс(10)протосубт, +

+ деке(10)перборат 139 120 ИЗ 81,3
5 деке(5)протоеубт. +

+ деке(5)перборат 126 126 100 79,4
6 протоеубт, + перборат

(сравнение) 100 37 33 33

Примечание: цифра обозначает содержание декстрина в пре-
парате в %,
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По данным таблицы 3 можно убедиться, что одновремен-
ное включение в СМС хлористого кальция и борной кислоты в
рабочих условиях оказывает значительный стабилизирующий
эффект на протосубтилин.

Изменение содержания хлористого кальция в рассматри-
ваемой области мало влияет на сохранение активности прото-
субтилина. Во всех пробах после 60 минут сохраняется
больше 40 % от исходной активности фермента. Полученные
нами данные подтверждают положение, о том, что борная кис-
лота или другие соединения бора, освобождающие в растворе

Н 3В0 3 , вместе с ионами кальция образуют структуру, ста-
билизирующую нативную конформацию белка CIB3,

Подытоживая вышеприведенное, можно сказать, что с
целью стабилизации протосубтилина в среде, содержащей по-
верхностно-активные вещества и окислительный отбеливатель,
эффективным оказывается комбинированный способ. Одновремен-
но со стабилизированием (гранулированием) пербората на-
трия, защищающем протосубтилин в режиме хранения СМС,на-
до включить в композицию добавки, стабилизирующие фермент
в режиме работы.
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Stability of Proteolytic Enzymea in the
Preaence of Oxygen-Releasing Compounda

and Surfactanta

Abstract

The atability of alcaline protease of Вас, aubtilia
in operating and atorage conditiona in detergent media in
the preaence of oxygen-releaaing agent - aodium perborate -

was investigated. In compariaon, the atability of "Novo
Ind," proteaaea Alcal'aae and Eaperaae in the aame condi-
tiona was atudied and it waa found that their atability ia
conaiderably higher, Poaaibilitiea for increaaing the
atability of alcaline proteaae from Вас, aubtilia by means
of several additives and modifiers were investigated.

It waa established that if we treat the bleaching
agent,- aodium perborate - with modifiers as polyethylene-
glycol or dextrinea and simultaneously introduce calcium
chloride and boric compounda into the detergent, it results
in considerable stabilization of alcaline protease of Вас,
aubtilia.
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ски в анаэробных условиях с микроорганизмом Вас, ишсегапа.
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УДК 541.653.3:547.455

Исследование мутаротации моносахаридов микро-
калориметрическим методом. Курвитс М.А., Сиймер Э.Х. -

Труды Таллинского политехнического института, 1987,
№ 633, с, 15-25.
В реакциях гидролиза дисахаридов суммарное изменение

энтальпии включает в себя также изменение энтальпии реак-
ции мутаротации образующихся моносахаридов. Для исследова-
ния мутаротации моносахаридов использовали проточную си-
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стему микрокалориметра ЛКБ 2277. Определены значения кон-
стант скорости мутаротации некоторых моносахаридов микрока-
лориметрическим методом с целью дальнейшего использования
полученных величин для корригирования термохимических кри-
вых ферментативного гидролиза дисахаридов. Уточнены вели-
чины эффективного объема.проточных измерительных ячеек
(flow mix, flow through) микрокалориметра ЛКБ-2277 при
различных проточных скоростях.

Рисунков -2, таблиц -2, библ. наименований - 15.
УДК 579.24:576.8.095.25

Исследование кинетики действия иммобилизованных
клеток. П. Измерение и расчет кинетических
параметров иммобилизованных клеток дрожжей.
Калбин Г.Г. - Труды Таллинского политехнического
института, 1967, № 633, с. 26-34.
Величины кажущихся кинетических параметров иммобилизо-

ванных клеток дрожжей существенно зависят от внешнего и
внутреннего диффузионных сопротивлений. Найденные экспери-
ментально значения кажущихся кинетических параметров опре-
делены при варьировании размеров частиц геля, содержащего
иммобилизованные клетки, и кажущейся величины модифициро-
ванного модуля Тиле, показывающего степень внутридиффузион-
ного лимитирования.

Рисунков -3, библ. наименований - 5.
УДК 547.457.6,577 152.24

Характеристика ферментного комплекса и применение
ётсгпри получении циклодекстринов.
Ш. Предварительная обработка крахмала как сырья для
синтеза циклодекстринов. Кросинг В.А. - Труды
Таллинского политехнического института, 1987, № 633,
0^35-40.
Вязкость 10-30% крахмальных клейстеров уменьшали об-

работкой при 70 °С амилосубтилином IOX или сырой ииклодек-
стринтрансферазой Вас, macerans. Уменьшение вязкости до
4000 сР происходит без глубокого осахаривания (Д.Э. г. 5).

Рисунков -4, таблиц - I, библ. наименований - 7.
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УДК 579.083.13
Характеристика Ферментного комплекса Bacillus
macerans и применение его при получении

пиклодекстринов. I. Изучение динамики биосинтеза
глюканотрансферазного комплекса Bacillus macerans
Пальм Т.Б., Вокк Р.А., Пейпман Э.М., Кестнер А.И.
- Труда Таллинского политехнического института,
1967, Л 633, с. 41-48.
В настоящей работе изучается динамика биосинтеза гли-

козилтрансферазного комплекса, применяемого для получения
циклодекстринов культурой Bacillus macerans штамм ВКМВ-
-506 при различных условиях выращивания.

Выяснено, что активность фермента выше при темпера-
туре выращивания культуры в 37°. При культивировании ба-
цилл в ферментере без аэрации с перемешиванием активность
фермента достигает максимума уже за 85 часов, в то время,
как при выращивании культуры в колбах для этого потребова-
лось 144 часа и более. Обсуждается роль источника углерода
в процессе роста культуры и динамике биосинтеза гликозил-
трансферазного комплекса.

Рисунков -2, библ. наименований - 10.
УДК 547.962.3:536.628.3

Калориметрическое исследование нативности
препарата сывороточного альбумина. Фриеденталь М.К.,
Игнат А.В., Кропочев А.В. - Труды Таллинского
политехнического института, 1967, № 633, с. 49-56.

Изучали нативность белка методом дифференциальной
сканирующей калориметрии на примере альбумина, полученного
по методу Кону и представленного станцией переливания кро-
ви при Минздраве ЭССР. Использовали раствор альбу-
мина в o,os М Трис-HCI буфере с pH 8,05 в количестве одной
пробы 30 мкл и ДСК фирмы Du-Pont. Сканировали по темпе-
ратуре со скоростью 10 град/мин, в интервале температур
35-90 °С.
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Установлено, что при тепловой необратимой денатурации
альбумина в области температур 60-75 °С наблюдается ин-
тенсивное поглощение тепла. Эндотермический максимум имеет
тенденцию смещаться в сторс&у более высоких температур и
увеличивается по мере возрастания степени денатурации. По-
лное исчезновение теплового эффекта наблюдалось после 10 ми-
нут обработки раствора при 75 °С.

Предложено использовать тепловые эффекты для характе-
ристики относительной нативности белковых препаратов.

Рисунков -5, библ. наименований - 4.
УДК 637.344.8:637.48

Пенообразующая способность белков подсырной
сыворотки. Фриеденталь М.К., Игнат А.В. - Труды
Таллинского политехнического института, 1967,
№ 633, с. 57-66.
Исследовали пенообразующие свойства белков подсырной

сыворотки с целью разработать препараты заменителей яично-
го белка в кондитерской промышленности. В качестве сырья
использовали обезжиренный микрофильтрацией концентрат сы-
вороточных белков (МКСБ) выпускаемый Выруским комбинатом
молпродуктов (ЭССР). Пенообразующие свойства (пенообразую-
щая способность раствора, кратность и стабильность пены)
оценивали в зависимости от термообработки (температуры и
продолжительности обработки), pH среды и концентрации ра-
створа. Установлено, что для получения стойкой пены из
раствора МКСБ необходимо провести его предварительную об-
работку при температуре 70-80 °С иpH 3,7-4,0 в течение
10-15 мин. Термообработка белка приводит к образованию
гелевой структуры и повышению вязкости раствора, обуслов-
ливающих стойкость пены. Желательная концентрация 9-10 г
МКСБ/100 г раствора.

Рисунков -5, таблиц -2, библ. наименований - 14.
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УДК 66.023.23:577.154.25
Гидролиз лактозы в барботажном биокаталитическом
реакторе. Паппель К.Э., Теаро Э.Н., Уус Э.Г. -

Труда Таллинского политехнического института,
1987, № 633, с. 67-75.
Изучен процесс гидролиза лактозы в молочной сыворотке

в барботажном биокаталитическом реакторе БКР-5. Гидролиз
осуществлен с помощью иммобилизованной на минеральных и
органоминеральных носителях грибной р -галактозидазой при
концентрациях субстрата от 5 до 15 % и расходе 13-15 л/ч.
Гидролиз проведен при температуре 40° и pH среды 4,5-4,6.
Достигаемая степень конверсии субстрата 70-77 %.

Показана применимость реактора ВКР-5 для проведения
процесса гидролиза лактозы с помощью иммобилизованной р-га-
лактозидазы.

Рисунков - I, таблиц -2, библ. наименований - 11.
УДК 577.15.022:577.152.24+547.458.61

Характеристика Ферментного комплекса Bacillus
macerana и применение его при получении шклодекстри-
нов. П. Выделение и основные свойства циклодекстринглю-
канотраноферазы. Паппель К.Э., Вокк Р.А. - Труда Тал-
линского политехнического института, 1987, № 633,
с. 76-82.
Изучены свойства 1.4-ос- D-глюкан- 4 -ос- D-(1 ,4-ос- D -

-глюкано) трансферазы из в. macerana. Культуральная жидкость
фермента концентрирована путем ультрафильтрации на мембра-
нах типа Pellicon. Концентрат очищен путем, осаждения ор-
ганическими растворителями. Исследованы pH-, температурная
и субстратная зависимость активности полученного препарата.
Определена температурная стабильность фермента в 0,05 М ра-
створе фосфатного буфера.

Рисунков -5, таблиц -4, библ. наименований - 4.
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УДК 577.156:661.185.6
Стабильность протеолитических Ферментов в
присутствии окислителей и поверхностно-активных
веществ. Креэн М.И., Лаасик М.А., Менерт А.А. -

Труды Таллинского политехнического института,
1967, » 633, с. 83-96

/Изучали стабильность отечественной щелочной протеазы
из Вас. subtilis (протосубтилина) в различных средах и
сравнивали со стабильностью щелочных протеаз фирмы "Ново”
в тех же условиях. Обнаружили сильную инактивацию прото-
субтилина под действием окислительного отбеливателя пер-
бората натрия и поверхностно-активных веществ, используе-
мых в составе синтетических моющих средств.

Изучали различные пути повышения стабильности прото-
субтилина в моющих средствах, содержащих перборат натрия.
Выяснили, что при стабилизации протосубтилина эффективным
оказывается комбинированный способ, включающйй модифика-
цию окислителя и введение в композицию соединений бора и
кальция хлористого.

Рисунков -4, таблиц -3, библ. наименований - 20.
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	Рис. 2. CoxgaHenne активности алкалааы и эперазы при 40 С в разных средах. О – алкалаза в буфере pH 10,5, • – алкалаза в среде СМС, содержащего перборат натрия, А – эспераза в той же среде.�㌳〰㌴〰㌳〰㌲〰㌲〰㌰〰㌵〰㌴〰㌶〰㘴〰㌰〰㘴〰㌰〰㘱〰㌳〰㌳〰㌲〰㌰〰㌵〰㌴〰㌷〰㌲〰㌰〰㘴〰㌰〰㘱〰㌳〰㘳〰㌳〰㌰〰㌳〰㌰〰㌳〰㌲〰㌶〰㌳〰㌳〰㌰〰㌳〰㌰〰㌳〰㌰〰㌶〰㌶〰㌳〰㘵〰㌲〰㌰〰㌵〰㌴〰㌶〰㘱〰㌰〰㘴〰㌰〰㘱〰㌴〰㌵〰㌵〰㌴〰㌰〰㘴〰㌰〰㘱〰㌵〰㌱〰㌰〰㘴〰㌰〰㘱〰㌷〰㌱〰㌰〰㘴〰㌰〰㘱〰㌴〰㌲〰㌵〰㌴〰㌰〰㘴〰㌰〰㘱〰㌳〰㌸〰㌲〰㘵〰㌳〰㌷〰㌳〰㌹〰㌲〰㌰〰㌳〰㌰〰㌲〰㘵〰㌳〰㌰〰㌳〰㌰〰㌲〰㌰〰㌳〰㌰〰㌲〰㘵〰㌳〰㌰〰㌳〰㌰〰㌲〰㌰〰㌳〰㌸〰㌲〰㘵〰㌳〰㌷〰㌳〰㌹〰㌲〰㌰〰㌳〰㌱〰㌳〰㌷〰㌳〰㌰〰㌲〰㘵〰㌳〰㌰〰㌳〰㌰〰㌲〰㌰〰㌳〰㌱〰㌳〰㌶〰㌳〰㌶〰㌲〰㘵〰㌳〰㌲〰㌳〰㌸〰㌲〰㌰〰㌵〰㌴〰㌶〰㘴〰㌰〰㘴〰㌰〰㘱〰㌳〰㌳〰㌲〰㌰〰㌵〰㌴〰㌷〰㌲〰㌰〰㘴〰㌰〰㘱〰㌳〰㘳〰㌳〰㌰〰㌳〰㌲〰㌶〰㌶〰㌳〰㌲〰㌳〰㌰〰㌳〰㌲〰㌶〰㌶〰㌳〰㌹〰㌳〰㌰〰㌳〰㌲〰㌶〰㌶〰㌳〰㌲〰㌳〰㌰〰㌳〰㌲〰㌶〰㌶〰㌶〰㌳〰㌳〰㌰〰㌳〰㌰〰㌳〰㌱〰㌳〰㌱〰㌳〰㘵〰㌲〰㌰〰㌵〰㌴〰㌶〰㘱〰㌰〰㘴〰㌰〰㘱〰㌴〰㌵〰㌵〰㌴〰㌰〰㘴〰㌰〰㘱〰㌵〰㌱〰㌰〰㘴〰㌰〰㘱〰㌷〰㌱〰㌰〰㘴〰㌰〰㘱〰㌴〰㌲〰㌵〰㌴〰㌰〰㘴〰㌰〰㘱〰㌳〰㌸〰㌲〰㘵〰㌳〰㌶〰㌳〰㌲〰㌲〰㌰〰㌳〰㌰〰㌲〰㘵〰㌳〰㌰〰㌳〰㌰〰㌲〰㌰〰㌳〰㌰〰㌲〰㘵〰㌳〰㌰〰㌳〰㌰〰㌲〰㌰〰㌳〰㌹〰㌲〰㘵〰㌳〰㌹〰㌳〰㌲〰㌲〰㌰〰㌳〰㌱〰㌳〰㌹〰㌳〰㌹〰㌲〰㘵〰㌳〰㌲〰㌳〰㌸〰㌲〰㌰〰㌳〰㌱〰㌳〰㌶〰㌳〰㌶〰㌲〰㘵〰㌳〰㌲〰㌳〰㌸〰㌲〰㌰〰㌵〰㌴〰㌶〰㘴〰㌰〰㘴〰㌰〰㘱〰㌳〰㌳〰㌲〰㌰〰㌵〰㌴〰㌷〰㌲〰㌰〰㘴〰㌰〰㘱〰㌳〰㘳〰㌳〰㌰〰㌳〰㌲〰㌶〰㌶〰㌶〰㌵〰㌳〰㌰〰㌳〰㌲〰㌶〰㌶〰㌳〰㌱〰㌳〰㌰〰㌳〰㌲〰㌶〰㌶〰㌳〰㌹〰㌳〰㌰〰㌳〰㌲〰㌶〰㌶〰㌶〰㌴〰㌳〰㌰〰㌳〰㌲〰㌶〰㌶〰㌳〰㌶〰㌳〰㌰〰㌳〰㌲〰㌶〰㌶〰㌶〰㌵〰㌳〰㌰〰㌳〰㌲〰㌶〰㌶〰㌶〰㌶〰㌳〰㌰〰㌳〰㌲〰㌶〰㌶〰㌳〰㌳〰㌳〰㌰〰㌳〰㌲〰㌶〰㌶〰㌳〰㌱〰㌳〰㌰〰㌳〰㌲〰㌶〰㌶〰㌶〰㌵〰㌳〰㌰〰㌳〰㌲〰㌶〰㌶〰㌳〰㌹〰㌳〰㌰〰㌳〰㌲〰㌶〰㌶b屵〴ᜀ��뜑〴㍤��⁸遞�ʀ����������������������������⡸衞�ʀ������������������
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	Рис, 4, Производные тепловой мощности, рассчитанные по кривым рис. 3.�ഊ䕔ഊ儍ੱഊ䉔ഊ㠮㐱‰⸰〠〮〰‱〮㜷‱㈰⸰〠㐴ㄮ〰⁔洍ਲ਼⁔爍਼〲摤〰ㄱ〲搹〰ㄱ㸠呪ഊ䕔ഊ儍ੱഊ䉔ഊ㤮㜰‰⸰〠〮〰‱〮㐹‱㐴⸷㈠㐴ㄮ㈷⁔洍ਲ਼⁔爍਼〲摢〳〱〲昶〳づ〲晥㸠呪ഊ䕔ഊ儍ੱഊ䉔ഊ㠮㜳‰⸰〠〮〰‱〮㜷‱㜹⸰〠㐴ㄮ〰⁔洍ਲ਼⁔爍਼〰㌰〰ㄱ〰㈴〰ㄱ㸠呪ഊ䕔ഊ儍ੱഊ䉔ഊ㤮㜵‰⸰〠〮〰‱㈮ㄹ′〳⸵㜠㐴〮㈸⁔洍ਲ਼⁔爍਼〲摣〲昱〲昱〳〲〲昹〲晢㸠呪ഊ䕔ഊ儍ੱഊ䉔ഊ㠮㤸‰⸰〠〮〰‱〮㜷′㐲⸷㈠㐴ㄮ〰⁔洍ਲ਼⁔爍਼〲搱〰ㄱ〲搱〰ㄱ㸠呪ഊ䕔ഊ儍ੱഊ䉔ഊ㠮ㄲ‰⸰〠〮〰‹⸶㐠㈶㔮㜲‴㐱⸹㠠呭ഊ㌠呲ഊ㰰㉤搰㉦㘰㉦攰㉦㘰㌰㄰㌰㌾⁔樍੅名ੑഊ焍ੂ名਷⸰㔠〮〰‰⸰〠㤮㌵‴㌮〰‴ㄸ⸲㠠呭ഊ㌠呲ഊ㰰㉥㈰㉥㌰㉤㄰㉤㈰㉤㤰㉤挰㉥搰㉤攰㉤昰㉥㈰㉥㌰㉥搾⁔樍੅名ੑഊ0㐷㸠呪ഊ䕔ഊ儍਀呪ഊ䕔ഊ儍਀0㐴ぜ田㐳ぜ田㐳扜田㐴戮 
	Рис. 5. Интегральная кривая тепловой мощности по кривой ЗВ.��⸱㘮㌱⸱〰層坓桡牥屃潮晩杜呌唭摯捗潲歳ⵇ䱂䰮楮椊䱯捡汐慴栺䌺屐牯杲慭⁆楬敳 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	Рис. 1. pH-зависимость активности фермента: • • регулирование pH реакционной смеси O,IМ раствором HCI или NaOH ; о о регулирование pH смеси буферными растворами (см. материалы и методы).�0 °С.������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������
	Рис. 2. Зависимость активности фермента от концентрации субстрата.�㍢〴㌵〴㌴〴㍥〴㌲〴㌰〴㍤〴㌸〴㑦〰㈰〴㍦〴㌵〴㍤〴㍥〴㍥〴㌱〴㐰〴㌰〴㌷〴㐳〴㑥〴㐹〴㌸〴㐵〰㈰〴㐱〴㌲〴㍥〴㌹〴㐱〴㐲〴㌲〰㈰〴㌱〴㌵〴㍢〴㍡〴㍥〴㌲〴㑢〴㐵〰㈰〴㐰〴㌰〴㐱〴㐲〴㌲〴㍥〴㐰〴㍥〴㌲〰㍡〰㈰〰㌱〰㈰㈰ㄳ〰㈰〴㍣〴㍥〴㐲〴㍥〴㐰〰㈰〴ㅣ〰㈰〰㌲〰㌵〰㈰〰㈸〴ㄳ〴ㄴ〴㈰〰㈹〰㍢〰㈰〰㌲〰㈰㈰ㄳ〰㈰〴㍣〴㌵〴㐸〴㌰〴㍢〴㍡〴㌰〰㍢〰㈰〰㌳〰㈰㈰ㄳ〰㈰〴㌳〴㐰〴㌰〴㌴〴㐳〴㌸〴㐰〴㍥〴㌲〴㌰〴㍤〴㍤〴㑢〴㌹〰㈰〴㐱〴㍥〴㐱〴㐳〴㌴〰㍢〰㈰〰㌴〰㈰㈰ㄳ〰㈰〴㐴〴㍥〴㐲〴㍥〴㑤〴㍢〴㌵〴㍣〴㌵〴㍤〴㐲〰㍢〰㈰〰㌵〰㈰㈰ㄳ〰㈰〴㐱〴㌵〴㍡〴㐳〴㍤〴㌴〴㍥〴㍣〴㌵〴㐰〰㍢〰㈰〰㌸〰㈰㈰ㄳ〰㈰〴㐱〴㐷〴㌵〴㐲〴㐷〴㌸〴㍡〰㈰〴㍡〴㌰〴㍦〴㌵〴㍢〴㑣
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	Рис. 4. Зависимость активности фермента от температуры,�����������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������田㐳〠〬㘵㠠
	Рис. 5. Стабильность фермента в 0,05М фосфатном буфере: О—о 40°; • 45°; О О 50 .�⸹㠠〮〰‰⸰〠㤮㘴‴㌮㈸‴㠳⸲㠠呭ഊ㌠呲ഊ㰰〱㠰〱愰〱愰〱㄰〱㐰〱㠰〱㤰〱搰〱㤰〱㤰〱㐰〱㄰〱㐰〱戰〱㠰〱㄰〱㤾⁔樍੅名ੑഊ焍ੂ名ਸ⸷㤠〮〰‰⸰〠㠮㜹‴㠮〰‴㘷⸲㠠呭ഊ㌠呲ഊ㰰㉥㈰㌰㌰㉦㄰㉦㈰㉦㤰㉦挰㌰搰㉦攰㉦昰㌰㈰㌰㌰㌰搾⁔樍੅名ੑഊ焍ੂ名ਹ⸱㌠〮〰‰⸰〠㘮㠰‱㄰⸷㈠㐶㠮㐲⁔洍ਲ਼⁔爍਼〳〰〳〱〲晦〳〳〲昶〲晦〲晣〲昹〳〳〲昹〳〸〲昶〳〲〲晢〲昹〳〶㸠呪ഊ䕔ഊ儍ੱഊ䉔ഊ㠮㌴‰⸰〠〮〰‷⸳㜠ㄹ㐮〰‴㘷⸷〠呭ഊ㌠呲ഊ㰰㉥㔰㉦㘰㌰㄰㉦搰㉦㘰㉦攰㌰㌰㉦昰㉦㌾⁔樍੅名ੑഊ焍ੂ名਷⸵〠〮〰‰⸰〠㤮㘴′㐴⸰〠㐶㜮〰⁔洍ਲ਼⁔爍਼〲昳㸠呪ഊ䕔ഊ儍ੱഊ䉔ഊ㤮〰‰⸰〠〮〰‷⸹㐠㐸⸰〠㐵㔮㜰⁔洍ਲ਼⁔爍਼〳〰〳〱〲昹〳〲〳〴〳〳〳〲〳〳〲昳〲昹〲昹㸠呪ഊ䕔ഊ儍ੱഊ䉔ഊ㠮㤴‰⸰〠〮〰‸⸲㈠㄰㜮〰‴㔵⸲㠠呭ഊ㌠呲ഊ㰰㉦昰㉦戰㉦㤰㌰㈰㉦挰㉦㤰㌰㌰㉦㘰㉦挰㉦㘰㉦愾⁔樍੅名ੑഊ
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