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№ 663

TALLINNA POLÜTEHNILISE INSTITUUDI TOIMETISED

ТРУДЫ ТАЛЛИНСКОГО ПОЛИТЕХНИЧЕСКОГО ИНСТИТУТА

УДК 577.15.004.15:547.458.68
А.И. Кёстнер

ЦЕЛЕВАЯ ФУНКЦИЯ ПРИ ШОКАТАЛИТИЧЕСКОМ ПОЛУЧЕНИИ
ЦИКЛОДЕКСТРИНОВ

Кинетика глубокой конверсии субстратов является осно-
вой целевой функции оптимизации биокаталитических процессов.
При решении задач оптимизации чаще всего рассматриваются
простейшие системы - действие одного фермента на один суб-
страт и накопление продукта в растворе. При этом соблюдает-
ся условие so=S+P, т.е. не учитываются параллельные конку-
рирующие реакции и возможность отвода продуктов из системы.
Для таких систем кинетика глубокой конверсии описана обоб-
щенным уравнением, которое нами применено в составе комби-
нированного кинетико-экономического уравнения при оптимиза-
ции flü.

Реальные биокаталитические процессы нередко проводятся
не высокоочищенными ферментами, а комплексными препаратами,
которые могут катализировать также конкурирующие реакции с
образованием нецелевого продукта. Стадия биокаталитического
превращения может быть связана с удалением продуктов. В та-
ких случаях уравнение баланса +Р уже не соблюдается,
что требует принципиального усовершенствования основного
уравнения кинетики глубокой конверсии субстрата.

Типичным примером биокаталитического процесса со слож-
ной кинетикой является процесс превращения крахмала под
действием неочищенных препаратов циклодекстрингликозилтранс-
феразы (ЦГТазы).
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Целевой продукт данной реакции - циклодекстрины (ЦЦ)
известны как своеобразные комплексообразователи, которые
найдут широкое применение в разных областях промышленности
Г2, 3]. Технология производства ЦЦ разрабатывается в на-
шей лаборатории, но к настоящему времени еще не оптимизи-
рована. Для оптимизации технологии необходимо количествен-
ное описание процесса биокаталитического превращения, для
чего требуется формулировка кинетического уравнения в це-
левой функции оптимизации. В настоящей статье рассматрива-
ются теоретические вопросы этой задачи.

Описание системы

Рассматривается превращение крахмала под действием
неочищенного ферментного препарата, который содержит цик-
лодекстрингликозилтрансферазу (ЦГТазу) и смесь амилаз.Ос-
новная целевая реакция протекает под действием ЦГТазы и
заключается в переносе гликозидной связи по уравнению (I)
с образованием ЦЦ (продукта Р).

где -C)t.uc-<*.-1,4-D -глюкозный остаток
ЩисН- восстанавливающий конец глюкозной цепи.

Число звеньев в кольце ЦЦ обозначено числом 6% В ос-
новном М = 7. Реакция (I) фотекает без изменения общего
содержания гликозидных связей в системе. Субстратом 5 для
целевой реакции служат линейные сс-1,4-0-гликоэидные цепи
с длиной X+ I 8. Олигосахариды меньшей длины X+l $ 7
считают редуцирующими веществами R , которые являются по-
бочным продуктом.

В разбавленных растворах образование новых гликозид-
ных связей термодинамически невозможно, но под действием
ЦГТазы может протекать также реакция диспропорционирования.
Эта реакция может частично восстанавливать субстрат R-^-S .

Наряду с основной реакцией протекают непродуктивные
реакции гидролиза субстрата,а также целевого продукта, что
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приводит к уменьшению общего содержания гликозидных связей
и образования редуцирующих веществ.

При первом приближении присутствие разветвляющих оь-
1,6 —гликозидных связей не рассматривается. В самом деле
их присутствие в субстрате осложняет основную реакцию, а
их гидролиз амилазами благоприятен для образования продук-
та.

Все ферментативные реакции протекают в водной фазе.
Кроме того, в системе присутствует избыток комплексообразо-
вателя (толуола, Т) в виде второй жидкой фазы, что обеспе-
чивает постоянную концентрацию толуола в водной фазе. Про-
дукт ЦЦ образует малорастворимый комплекс К с толуолом, ко-
торый кристаллизуется с конечной скоростью. Комплекс К яв-
ляется малорастворимым веществом, который выкристаллизовы-
вается, образуя Kg. Процесс кристаллизации также не про-
текает бесконечно быстро. образует третью, кристалличе-
скую фазу в системе. Общая схема системы приведена на рис.l
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В последующих расчетах основные реактанты субстрат S ,

продукт Р и побочный продукт R рассматриваются как ин-
дивидуальные соединения. Это предположение явно упрощено,
так как в самом деле все реактанты представляют собой сме-
си разных компонентов

В первом приближении достаточно рассматривать взаимосвязи
основных реактантов как условно индивидуальных веществ. В
этом случае применяемые в расчетах кинетические константы
являются условными, усредненными величинами, которые пред-
ставляют взвешенную сумму отдельных однотипных:констант.
Все концентрации при этом выражаются через число глюкозных
остатков, т.е. по существу в единицах массы. Следует осо-
бо подчеркнуть, что в данном понимании содержание R не
соответствует общепринятому определению содержания редуци-
рующих веществ (РВ).

Количественное описание процесса

Материальный баланс в системе подчиняется уравнению
(5)

Sp+ T = S+ R**-P'*'K(.. (5)

На кинетику реакций влияют только концентрации веществ,
которые находятся в водной фазе. Одним существенным факто-
ром, который влияет на все реакции, следует считать вяз-
кость. Вязкость определяется в основном содержанием суб-
страта как макромолекулярного вещества.

Расход субстрата причинен двумя ферментативными ре-
акциями и подчиняется балансу

-+- Up + 0, (6)

где и$ - отрицательная скорость расхода субстрата;
Up - скорость трансферазной реакции;



- скорость амилазной реакции.
При составлении основной системы дифференциальных урав

нений (7) учитываются также другие реакции

где дополнительно
U н - скорость ферментативного гидролиза продукта;

- скорость образования продукта с толуолом.
При описании кинетики отдельных реакций принимается во

внимание возможное ингибирующее действие продуктов, что ха-
рактерно для многих подобных реакций. Нередко ингибирующее
действие продуктов имеет смешанный характер. Для простоты
принимается, что, в основном, ингибирование соответствует
конкурентному механизму. В соответствии с этим определяют-
ся уравнения скорости

где - максимальные скорости;
- константы Михаэлиса;

L - константы конкурентного ингибирования;
гу - вязкость, которая зависит от S нелинейно.
Важная для системы реакция кристаллизации при постоян-

ной концентрации толуола должна учитывать также скорость
комплексообразования. Изменение концентрации растворимого
комплекса в растворе определяется уравнением

= и -и ,
(ID

dt * с'
где - скорость образования комплекса;

U(, - скорость кристаллизации комплекса.
Скорости этих реакций выражаются уравнениями

7
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где кц и кс - константы скорости;
Ко - растворимость комплекса.

Из вышеизложенного следует, что даже упрощенное опи-
сание системы требовало бы определения многих эмпирических
кинетических коэффициентов. Для упрощения дальнейшего ана-
лиза вводим некоторые упрощения, которые, однако, не долж-
ны быть априорно применены в любых произвольно выбранных
условиях.

В дальнейшем принимается, что скорости комплексообра-
зования и кристаллизации не являются лимитирующими и в си-
стеме устанавливается стационарное состояние

Чр=Чк=Чс* (14)
Для протекания кристаллизации необходимо условие

Р> Кц, но в условиях лимитирования процесса ферментативной
реакции соблюдается приблизительное равенство Р -

.

Известно, что ЦЦ гидролизуются труднее линейных олиго-
сахаридов. Учитывая еще низкую концентрацию свободного про-
дукта в растворе, можно пренебречь реакцией гидролиза?,
т.е. принимается 0.

При постоянных, притом низких значениях Р его инги-
бирующее действие также оказывается незначительным,что по-
зволяет соответственно упростить уравнения 8 и 9. Для
обеспечения адекватности кинетических уравнений все кон-
станты следовало бы определить в присутствии толуола при
равновесном с кристаллической фазой содержании продукта.

Даже в этом случае нахождение всех параметров нельзя
считать простой задачей. Кроме того, следует учесть, что
все параметры существенно зависят от температуры и в хо-
де продолжительной реакции протекает также инактивация,
фермента. Экспериментами установлено, что применяемые
нами препараты обладают значительной стабильностью и учет
поправки на инактивацию фермента не очень критичен для
адекватности модели.

Определение целевой функции

Форма целевой функции, используемой при оптимизации
процесса, во многом зависит от постановки задачи.



В данном случае первым естественным критерием при оп-
тимизации является выход целевого продукта, который пред-
ставляет собой безразмерную величину

h=*t/So' (15)
где - безразмерный коэффициент превращения субстрата в

кристаллический продукт;
t - время от начала реакции;

- суммарное количество кристаллического продукта.
Конечное время для проведения реакции в принципе так-

же подлежит оптимизации, но чаще всего определяется усло-
вием "практической стационарности" - 0. С термодина-
мической точки зрения степень превращения субстрата при
его умеренных начальных концентрациях должна быть близкой
к единице, т.е. признаком конца реакции служит также ус-
ловие S -з*o.

Практический выход целевого продукта определяется со-
отношением интегралов.

Вместо сложного интегрирования двух уравнений по вре-
мени мы можем рассматривать соотношение скоростей, опреде-
ляемых уравнениями 8 и 9 в упрощенной форме.

Здесь VpA = обозначает т.н. продуктивную актив-
ность исходного ферментного препарата, что в ходе реакции
не меняется. Функция F($,R) выражает зависимую от концент-
раций часть правой стороны уравнения (17).

С учетом равенства
dP = - (dS + dR) (19)

и перестановок уравнение (17) принимает вид

9



Интегрируя это уравнение в пределах от до 0, полу-
чим суммарное количество побочного продукта.

Естественно, задача оптимизации процесса в целом при-
водится к минимизации Нечему соответствует при полной
конверсии субстрата максимальное количество продукта.
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A. Kostner

The Objective Function for Biocatalytic
Cyclodextrin Production

Abstract

Theoretical aspects of biocatalytic production of
cyclodextrins have been discussed considering simultaneous
transferase and hydrolysis reactions. The separation of
product in the form of crystalline complex and the inhibi-
tion of reactions due to by-product formation have been
accounted. An objective function has been derived by
dividing the rates of main and unproductive reactions.

10



A. Kostger

Sihifugktsioog tsuklodekstriigide

biokataluutilisel saamisel

Kokkuvõte

Käesolevas artiklis og agtud tsuklodekstriigi biokata-
luutilise saamismeetodi teoreetilige agaluus, Protsessi ka-
talüsaatoriks og tragsferaasse ja hudroluusse aktiivsusega
preparaat. Süsteemi kirjeldamisel võetakse arvesse põhipro-
dukti eraldamist kristallilise kompleksuhegdi kujul ja fer-
megtatiivsete reaktsioogide iohibeerimist substraadi hudro-
luusi produktide kui kõrvalprodukti poolt. Protsessi opti-
meerimiseks og esitatud difereotsiaalvõrragd, mis og saadud
põhi- ja kõrvalreaktsioogi kiiruste suhtest.
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Б.И. Ческис, Г.Б. Шебека, А.Б. Паулюконис,
А.И. Кестнер

ХАРАКТЕРИСТИКА ИШOШЛИ3OВАННOЙ ЛИЗИНАМИДАЗЫ

Очистка и свойства фермента лизинамидазы (КФ 3.5.1) из
дрожжей CrLjptococcusLaurenti! 112, катализирующего гидро-
лиз линейного L-лизинамида (ЛА) и циклического амида ли-
зина -L- ь-капролактама (АКЛ), описаны нами ранее
СП. Этот фермент может быть использован в технологическом
процессе получения L -лизина из химического сырья С2l. Для
повышения эффективности процесса в качестве биокатализато-
ра целесообразно использовать иммобилизованный фермент.

Литературные данные по иммобилизации ферментов, гидро-
лизующих ЛА и АКЛ весьма немногочислены. Имеется патент
Японской фирмы "Торей" на получение иммобилизованного фер-
мента, гидролизующего АКЛ, путем его адсорбции на ДЭАЭ-цел-
люлозе ГЗ].

Сравнение препаратов лизинамидазы, полученных иммоби-
лизацией фермента методами адсорбции, включения в струк-
туру полиакриламидного геля и ковалентного связывания с
разными носителями, показало преимущество последнего ме-
тода С4l. Для иммобилизации лизинамидазы нами был разра-
ботан метод ковалентного связывания фермента с неорганиче-
ским носителем - силохромом С-80 С5l. Целью настоящей ра-
боты явилось изучение основных характеристик иммобилизован-
ного фермента, сравнение свойств препарата растворимого
и иммобилизованного фермента.

Материалы и методы

В работе использовали L -лизин гидрохлорид и трис-
(оксиметил)-аминометан фирмы"СоЕЬ!осЬет"(США); L-AKJI иЫIА
синтезировали по методикам Мб, 71, остальные реагенты
(Реахим) марки чда.
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Препарат растворимого фермента получали путем разруше-
ния клеток продуцента - дрожжей 112 при
помощи стеклянных шариков и термообработки гомогената по
методике, приведенной в работе СB]. Активность фермента -

70-80 ед/мг белка. Ферментативную активность препаратов
иммобилизованного фермента определяли методом, основанным
на различии коэффициентов молярного поглощения лизина и
его амидов при 227 нм Е9]. В термостатируемую кювету, обо-
рудованную мешалкой, вносили 4 мл 0,2 М раствора одного из
субстратов в 0,05 М трис-HCI буфере, pH 7,7, содержащем
0,1 мМ МпСЕз- Энзиматическую реакцию начинали внесением им-
мобилизованного фермента (5-15 мг, в пересчете на сухой
вес), перемешивали 30 мин при 50 °С. Затем отбирали алик-
воту реакционной смеси, разводили дистиллированной водой,
измеряли оптическую плотность раствора при 227 нм. Содер-
жимое реакционной кюветы аккуратно переносили на стеклян-
ный фильтр, промывали водой, ацетоном, сушили при темпера-
туре 50-60 OQ 16-18 часов, взвешивали. Концентрацию лизи-
на в реакционной смеси определяли из калибровочного графи-
ка. За единицу ферментативной активности принимали количе-
ство иммобилизованного фермента, катализирующее образова-
ние I мкмоля лизина в минуту в условиях опыта. Там, где
это специально не оговаривается, приводятся данные по
АКЛ-гидролазной активности.

Кинетику гидролиза D,L-лизинамида иммобилизованным фер-
ментом изучали при pH 7,7, температуре 50 в условиях
pH-стата. Количество кислоты, пошедшей на титрование, ре-
гистрировали при помощи самописца. Стабильность препара-
тов иммобилизованного фермента определяли в проточном ре-
акторе колоночного типа, прокачивая сквозь реактор 0,1 М
раствор лизина, pH 7,7, со скоростью 10-12 мл/час, при
различных температурах. Через определенные промежутки вре-
мени образцы биокаталиэатора извлекали из реактора, промы-
вали 0,025 М трис-НС!. буфером, pH 7,7, содержащим 0,1 мМ
MnCtqw 0,01 % jb-меркаптоэтанола, измеряли остаточную
ферментативную активность.

Результаты и обсуждение
Препарат иммобилизованного фермента получали ковалент-

ным связыванием лизинамидазы с предварительно активирован-
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ным силохромом С-80, размер гранул 0,25-0,30 мм. В резуль-
тате с выходом 55 % получали биокатализатор с уровнем ЛА-
гидролазной активности - 3900 ед/г.

Важным свойством фермента является зависимость его ак-
тивности от температуры. На рис. I показаны зависимости
активности растворимой и иммобилизованной лизинамидазы от
температуры реакционной смеси. Как следует из полученных
данных, с ростом температуры активность как иммобилизован-
ного, так и нативного фермента увеличивается с коэффициен-
том О..,о,приблизительно равным 2, до 60-65 °С. При более
высоких температурах наблюдалась быстрая тепловая инакти-
вация фермента. Энергия активации, определенная из графика,
построенного в координатах Аррениуса, составила для на-
тивного фермента 45,8 кДж/моль, для иммобилизованного -

57,6 нДк/моль.
На рис. 2 показаны зависимости активности от pH реак-

ционной смеси для растворимой (кривая I) и иммобилизован-
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ной (кривая 2) лизинамидазы. Смещение оптимума ферментатив-
ной активности иммобилизованного фермента в кислую область
pH вызвано, возможно, разницей в концентрации ионов водо-
рода в фазе носителя и в растворе.

Исследование зависимости активности иммобилизованного
фермента от концентрации D,L -лизинамида и последующее
преобразование полученных результатов в координатах Иди
ПО] позволили определить значение кажущейся константы Ми-
хаэлиса (рис. 3). Оно составило 13,5 мМ. Для сравнения

следует отметить, что Км гидролиза L -лизинамида гомоген-
ным ферментов - 3,8 мМ. Полученные данные свидетельствуют
также о том, что при больших концентрациях субстрата, как
и в случае растворимого фермента, наблюдается снижение
скорости гидролиза иммобилизованным ферментом. Результаты,
полученные при изучении полных кинетических кривых гидро-
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лиэа O,Ь-лизинамида, будут приведены в отдельном сообще-
нии.

Операционную стабильность препарата иммобилизованного
фермента изучали в реакторе колоночного типа (см. раздел
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Материалы и методы) при 50 °С. Полученные данные показали,
что ферменты обладают достаточно высокой стабильностью,вре-
мя инактивации до 27 % начального уровня активности, 1344
часов (рис. 4).

Для сравнения стабильности растворимой и иммобилизован-
ной лизинамидазы определяли скорость их термоинактивации
при 60 °С. На рис. 4 приведена зависимость активности ра-
створимого и иммобилизованного фермента от времени инкуба-
ции при этой температуре. Кинетика термоинактивации раст-
воримой и иммобилизованной лизинамидазы формально подчиня-
ется уравнению первого порядка. Константы инактивации со-
ставили, соответственно, 0,80 и 0,057 Таким образом,
иммобилизация привела к значительной стабилизации лизинами-
дазы.

Важной характеристикой иммобилизованного фермента явля-
ется его стабильность при хранении, так как процесс получе-



ния препарата иммобилизованного фермента может не совпа-
дать с началом его использования. Лизинамидаза, ковалент-
но иммобилизованная на силохроме С-80, проявляет высокую
стабильность при хранении - фермент практически не инакти-
вировался при хранении в течение года при 4°С в 0,05 М
трис-HCI буферном растворе pH 7,5, содержащем 0,1 мМ МпС).2
и 0,01 % jS-меркаптоэтанола.

Предложенная нами технология получения иммобилизован-
ного фермента позволяет получить препарат биокатализато-
ра с высоким уровнем активности и стабильности. Скорость
его термоинактивации при 60 °С уменьшается в 14 раз. Опре-
деление влияния различных факторов на активность иммобили-
зованной лизинамидазы необходимо для эффективного его ис-
пользования в технологическом процессе.
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В. õeskis, Н. Shebeka, A. Pauliukonis, A. Kostner

Properties of Immobilized L-lysinamidaae

Abstract

The biocatalyst, which was prepared by covalent bind-
ing of L-lysinamidase from Cryptococcus laurenti! 112 to
silochrome S-80, was characterized. Such properties as
activity dependence on pH, temperature, apparent kinetic
constants obtained from initial velocity study, are de-
scribed. The biocatalyst shows the activity of 4500 IU/g
when hydrolysing L-lysinamide and 3900 IU/g when hydro-
lysing L-oc-amino-6-caprolactame (50 °C). Biocatalyat
retains 28 % of initial activity after 1544 h testing for
operational stability at 50 °C.
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В. Õeskis, Н. Sebeka, A. Fauliukonis, A. Kostner

Immobiliseeritud L-lusiinamidaasi omadused

Kokkuvõte
Toos iseloomustati biokatalusaatorit, mis saadi Ciypto-

coccus laurentii 112 L-lusiinamidaasi kovalentsel sidumisel
silokroomile S-80. Kirjeldati ensüümi selliseid omadusi,
nagu aktiivsuse sõltuvus reaktsiooni pH-st, temperatuurist.
Algkiiruste põhjal esitati ensüümi kineetilised konstandid.
L-lüsiinamiidi hudroluusil oli biokatalüsaatori aktiivsus
4500 E/g ja L-o(-amino- &-kaprolaktaami hudroluusil 3900 E/g
temperatuuril 50 °C.

Temperatuuril $0 °C säilis 1344 tunni parast 28 %

biokatalüsaatori algaktiivsusest.
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РАСТИТЕЛЬНЫХ КЛЕТОК

I. МЕТОД ОПРЕДЕЛЕНИЯ МЕТАБОЛИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ
СВОБОДНЫХ И СВЯЗАННЫХ КЛЕТОК

Создание биокаталитических процессов с использованием
иммобилизованных растительных клеток является активно раз-
рабатываемым в настоящее время способом получения природ-
ных растительных соединений [l]. В основе действия подоб-
ных биокатализаторов лежит мультиферментный эндергониче-
ский синтез, опирающийся на основной метаболизм клетки.
Го есть для образования целевых продуктов, наибольший ин-
терес из которых представляют вторичные метаболиты:алкалои-
ды, стероиды, гликозиды, пигменты и др., требуется осущест-
вление в клетке реакций основного метаболизма, снабжающего
вторичный синтез исходными веществами - предшественниками,
макроэргическими соединениями, регенерированными кофермен-
тами. Следовательно, такие биокатализаторы могут быть со-
зданы только на основе интактных или незначительно изменен-
ных живых клеток. В связи с этим возникает необходимость
оценки метаболического состояния исходных и иммобилизован-
ных растительных клеток. В качестве характеристики метабо-
лического состояния целесообразно использовать понятие еб-
щей метаболической активности, отражающей интенсивность ос-
новного энергетического метаболизма и измеряемой химически-
ми способами по расходу основного субстрата (например, уг-
леводов или кислорода),выделению продуктов (в частности,
АТФ), тепла или по активности ферментов основного метаболиз-
ма, например, процесса окислительного фосфорилирования.
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Некоторые исследователи связывают эту активность с по-
казателем жизнеспособности клеточной популяции, в большин-
стве случаев отождествляя его с долей живых клеток и оцени-
вая морфологическими и цитохимическими методами с помощью
специфических красителей, субкультивированием для определе-
ния доли клеток, способных к размножению, определением сте-
пени плазмолиза по выходу в среду метаболитов или прони-
цаемости мембран для окрашенных соединений, измерением ре-
дуцирующей активности клеток Г2]. Сопоставление результатов
этих методов дает разноречивые оценки жизнеспособности (вы-
живаемости) растительных клеток после некоторых воздействий
Например, после иммобилизации клеток Catharonlhus roseus
в гель желатины или желатины+агарозы жизнеспособность по-
пуляции сохраняется по результатам измерения плазмолиза, но
отсутствует, судя по измерениям клеточного роста или дыха-
ния ГО]. Причина несогласованности результатов разных мето-
дов заключается в отсутствии единого подхода к понятию жиз-
неспособности и различии исследуемых процессов. Кроме того,
при количественной оценке жизнеспособности популяции клеток
разными методами расхождения в результатах обусловлены раз-
ной зависимостью измеряемых параметров от метаболического
состояния клеток, оказывающей эффект на конечный результат,
обычно трактуемый как доля живых клеток.

Настоящая работа посвящена изучению возможности коли-
чественного измерения метаболической активности клеток в
культуре и в составе биокатализатора по интенсивности ды-
хания клеточной популяции и использования данного показате-
ля при определении состояния иммобилизованных клеток в био-
каталитическом реакторе.

Материалы и методы

Культура, условия культивирования. Работа проведена на
суспензионных культурах мака Papaversomntferum и табака
Nicotiana tab acum. Культура мака выращивалась в сопло-

конусных культиваторах с барботажем воздуха при 26 °С в тем
ноте в среде Мурасиге-Скуга с добавлением 0,1 мг/л кинети-
на и 0,1 мг/л 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты (2,4Д).
Культуру пассировали один раз в две недели. Культуру табака
выращивали в колбах на роллере при 26 °С в темноте в- среде



Мурасиге'-Скутас содержанием кинетина 0,215 мг/л и индолил-
уксусной кислоты 2 мг/л и пассировали раз в неделю.

Условия иммобилизации. Иммобилизацию клеток мака в
матрицу пенополиуретана проводили в процессе выращивания
культуры в стандартных условиях в присутствии частиц пено-
полиуретана известного веса в количестве 25 штук на 100 мл
среды при средних размерах частиц I и весе 30 мг.
Сырой вес свободных клеток или биокатализаторов определяли
после подсушивания на фильтровальной бумаге, сухой вес
после высушивания образцов при 70 °С в течение 24 часов.

Определение метаболической активности клеток. Актив-
ность потребления сахаров клетками измеряли по снижению кон-
центрации сахарозы и редуцирующих моносахаров в культураль-
ной или реакционной среде, измеренных комплексометрическим
методом с применением трилона Б и мурексида в качестве ин-
дикатора С4]. Активность пересчитывали в мкг ред.сахаров/
/г.мин. Для определения концентрации сахарозы в среде про-
водили предварительный гидролиз сахарозы концентрированной
соляной кислотой и вычисляли разность содержания редуиирую-
щих сахаров до и после гидролиза.

Редуцирующую активность клеток определяли тетразолие-
вым методом по восстановлению метаболически активными клет-
ками бесцветного хлорида 2,3,5-трифенилтетразолия до крас-
ного формазана ESD. Реакцию проводили в 0,05 М фосфатном бу-
фере, pH 7,5 при 20 °С в темноте в течение 18 часов. Восста-
новленный формазан экстрагировали из клеток этанолом и из-
меряли поглощение при 485 нм на фотоколориметре Кз?К-2МП.Ре-
дуцирующую активность пересчитывали на чистый формазан в
мг/г клеток с учетом измеренного коэффициента молярной экс-
тинкиии ь = 2640.

Принцип метода измерения дыхательной активности и ход
измерений. Интенсивность (активность) дыхания клеток в
культуре или при включении в носитель определяли по потреб-
лению кислорода из культуральной или реакционной среды, т.е.
по снижению концентрации растворенного кислорода в предва-
рительно насыщенной воздухом водной среде при контакте с
исследуемым объектом. Концентрацию кислорода в жидкости из-
меряли с помощью разработанного на кафедре сантехники ТЛИ
кислородного электрода, сигнал которого записывался на по-
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тенциометре КСП-4 и пересчитывался на с ка-
либровкой по растворимости кислорода в дистиллированной во-
де.

Измерения проводили в стационарной термостатируемой
ячейке при температуре 26 °С при перемешивании 50 мл среды
после прекращения доступа воздуха. Активность определяли по
начальной скорости потребления кислорода. При использовании
стационарной ячейки пробы необходимо извлекать из культива-
тора или реактора, что исключается при исследовании непре-
рывного биокаталитического процесса в проточном реакторе.
Для этой цели была использована проточная измерительная
ячейка объемом 10 мл, через которую протекала реакционная
смесь из реактора с иммобилизованными клетками. Активность
рассчитывали по разности содержания кислорода в среде на
входе и на выходе из реактора.

Результаты и обсуждение

Для оценки областей применения метода были исследова-
ны зависимости дыхательной активности клеток в культуре от
концентрации биомассы и жизнеспособности клеточной популя-
ции (доли живых клеток).

I. Зависимость дыхательной активности клеток от кон-
центрации биомассы. Образцы суспензионной культуры мака с
разной концентрацией биомассы получали разведением исход-
ной культуры питательной средой в разных соотношениях. Для
исключения влияния стресса на дыхательную активность кле-
ток при помещении их в непривычные условия, была использо-
вана среда культивирования, освобожденная от клеток. Ин-
тенсивности дыхания определяли в процентах к неразбавлен-
ной культуре, концентрацию биомассы - в процентах к исход-
ной. Получена пропорциональная зависимость интенсивности
дыхания от концентрации биомассы клеток, находящихся в од-
ном метаболическом состоянии (рис. I). Экспериментальные
значения укладываются в область теоретической прямой, что
указывает на возможность определения плотности суспензион-
ных культур, находящихся в одинаковых фазах развития, по
их дыхательной активности.
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2. Зависимость дыхательной активности клеток от жизне-
способности культуры. Чтобы выяснить возможность применения
метода измерения дыхательной активности для оценки жизне-
способности клеточной популяции, т.е. доли живых клеток,
были поставлены опыты, в которых смешивались в разных со-
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отношениях живые и предварительно убитые кипячением клетки
табака. В смесях определяли процент живых клеток по сравне-
нию с исходной культурой, теоретически - по расчету при
смешивании живых и убитых клеток, экспериментально - по ды-
хательной активности смесей (рис. 2). Полученные эксперимен-
тальные значения жизнеспособности укладывались в область
теоретической прямой. Опыты были поставлены в 3-кратной по-
вторности, предельное отклонение от средней арифметической
при определении процента живых клеток составляло +6 % и не
превышало предельной ошибки метода (jJ3 %). Таким образом,
оказывается возможным применение изучаемого метода для оцен-
ки уровня жизнеспособности клеточных культур.

3. Использование метода для определения метаболической
активности клеток. Результаты вышеописанного опыта не учи-
тывали метаболическое состояние изучаемой популяции, так
как образцы с различной долей живых клеток были получены из
одной исходной культуры. Между тем известно, что интенсив-
ность дыхания изменяется в зависимости jT уровня основного
метаболизма клеточной культуры Гб]. Для изучения возможно-
сти применения исследуемого метода для оценки метаболическо-
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го состояния клеток наиболее удобной моделью является ра-
стущая культура. Характерные кривые роста суспензионной
культуры клеток мака представлены на рисунке 3. В процессе
развития клеточная популяция проходит через несколько ста-
дий, явно выраженных на кривых роста и отражающих измене-
ния в основном клеточном метаболизме. Во время латентной
фазы роста (I на кривой I, рис. 3) клетки готовятся к де-
лению и накапливают питательные вещества, в результате че-
го увеличивается доля сухих веществ (кривая 2, рис, 3). В
это же время благодаря инвертазной активности клеточных мем-
бран гидролизуется сахароза в составе питательной среды при
низком потреблении образующихся моносахаров (кривые 3 и 4,
рис. 3). Для фазы интенсивного роста характерны резкое уве-
личение биомассы, снижение доли сухих веществ, активное по-
требление углеводов (II на рис. 3). На стационарной стадии
развития исчерпывается энергетический субстрат (углеводы),
замедляется и завершается накопление биомассы (111 на рис.З),

вид клеток меняется. Они увеличиваются в размерах до не-
скольких раз, меняется цвет культуры, она темнеет в резуль-
тате накопления пигментов - культура переходит ко вторично-
му синтезу, при этом процессы основного метаболизма тормо-
зятся L 73.

Динамика изменения дыхательной активности клеток в про-

цессе роста культуры представлена на рисунке 4 (кривая I).

Видно, что показатель скорости потребления кислорода четко



отражает смену метаболических состояний клеток. Резкое уве-
личение интенсивности потребления кислорода происходит сра-
зу после пассирования и, вероятно, связано со стрессом в
результате переведения клеток в непривычные условия. Затем
показатель несколько снижается, оставаясь, однако, на вы-
соком уровне (0,25 мг час). Деление клеток вызы-
вает падение дыхательной активности, которое наблюдается и
на стационарной фазе развития, хотя и с меньшей скоростью.
Прекращение потребления кислорода культурой отмечено при-
мерно после четырех недель культивирования, однако пересев
обычно делают при достижении клетками стационарной фазы,
при этом дыхательная активность клеток составляла 0,15 мг
02/г.час.

Связь интенсивности потребления клетками кислорода с
такими ведущими процессами основного метаболизма как окис-
лительно-восстановительные процессы подтверждается резуль-
татами измерения редуцирующей активности клеток, определен-
ной по активности восстановления трифенилтетразолия. Кри-
вая редуцирующей активности (2 на рисунке 4) является как
бы зеркальным отражением кривой дыхательной активности: ре-
дуцирующая активность наименьшая в начале цикла развития,
растет при активном делении клеток и достигает максимума
при переходе популяции к стационарной фазе развития, отра-
жая перестройку работы дыхательных ферментных систем и си-
стем, включенных в синтез ДНК ГB3.

Таким образом,интенсивность потребления кислорода ра-
стительными клетками является функцией их метаболического
состояния и позволяет оценивать метаболическую активность
клеточной популяции.

4. Оценка метаболической активности иммобилизованных
клеток. Преимущество определения дыхательной активности
клеток перед другими методами оценки метаболической актив-
ности (измерение редуцирующей активности, активности по-
требления сахаров) заключается в возможности быстрого мо-
ниторинга биокаталитических процессов с иммобилизованными
клетками в условиях рабочего режима реактора. Опенка мета-
болической активности клеток в составе биокаталиэатора мо-
жет быть осуществлена непрерывно по измерению потребления
кислорода слоем биокатализатора в протекающем растворе суб-
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страта, результат моментально записывается на ленте само-
писца и все время на анализ состоит из времени математиче-
ских расчетов. Пример реакторной системы с регистрирующей
кислородной ячейкой представлен на рисунке 5. В случае про-

ведения периодического процесса кислородный датчик помеща-
ется стационарно в реактор и измерения производятся перио-
дически при выключенном компрессоре. Определение метаболи-
ческой активности иммобилизованных клеток в проточном био-
каталитическом реакторе, представленном на рисунке 5, было
проведено для связанных с частицами пенополиуретана клеток
мака, помещенных в среду, отличающуюся от основной пита-
тельной среды отсутствием фитогормонов (кинетина и 2,4 Д).
Результаты опыта представлены в таблице.

Увеличение дыхательной активности клеток при помещении
их в реактор, является, по-видимому, следствием изменения
условий существования. Достаточно стабильный уровень мета-
болической активности клеток в реакторе в течение несколь-
ких дней отмечен двумя методами измерения активности. Па-
дение активности на 5-е сутки процесса связано с контами-
нацией системы. Следует также отметить, что иммобилизован-
ные клетки в проточной системе характеризуются повышенной
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(по сравнению с растущей культурой) дыхательной активностью,
что необходимо учитывать при оптимизации биокаталитического
процесса.

Проведение ряда последовательных периодических биока-
талитических процессов показало стабильную дыхательную ак-
тивность иммобилизованных в пенополиуретан клеток мака
(0,81 - 2,1 мкг мин в течение 80 суток, т.е. 7 рабо-
чих циклов), сопоставимую с интенсивностью дыхания свободно
суспендированных клеток на стационарной фазе развития
(2,5 мкг сыр.в. мин).

Таким образом,имеется возможность оценки интенсивности
процессов основного метаболизма клеток по их дыхательной ак-
тивности. Определяемая описанным образом метаболическая ак-
тивность является необходимой характеристикой иммобилизован-
ных клеточных биокатализаторов в процессах получения целевых
метаболитов.
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N. Arkhangelskaya, A. Abdvakhitova

Plant Cell Immobilisation

I. A Method for Determining Metabolic Activity of
Free and Immobilised Cells

Abstract

The paper presents a method for determining the
metabolic activity of cells by measuring the cell respir-
atory activity. Correlation between respiratory activity,
cell dimension and viability is shown. Respiratory activ-
ity dependence on the metabolic state of cells is illus-
trated by the growing suspended cell culture. The present
method is applied to estimate metabolic activity of the
cells immobilised in porous polyurethane in batch and
continuous reactors.
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N. Arhangelskaja, A. Abdvahhitova

Taimerakkude immobiliseerimine

I. Meetod vabade ja immobiliseeritud rakkude
ainevahetuse aktiivsuse määramiseks

Kokkuvõte
Suspendeeritud ja kandjasse immobiliseeritud taimerak-

kude kultuuri ainevahetuse aktiivsuse hindamiseks soovitatak-
se raku hingamisaktiivsuse maaramise meetodit. On leitud, et
hingamise aktiivsus, rakkude tihedus ja eluvõime on omavahel
seotud. Hingamisaktiivsuse sõltuvust rakkude ainevahetusli-
kust seisundist on näidatud suspendeeritud rakukultuuri pe-
rioodilise kasvatamise varal. Kirjeldatud meetodi abil on
hinnatud vahtpoluuretaani maatriksisse immobiliseeritud moo-
nirakkude ainevahetuse aktiivsust perioodilises ja pidevas
biokataluutilises protsessis.
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ИММОБИЛИЗАЦИЯ РАСТИТЕЛЬНЫХ КЛЕТОК
II. СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИЗУЧЕНИЕ РАЗЛИЧНЫХ

МЕТОДОВ ИММОБИЛИЗАЦИИ

При выборе метода иммобилизации растительных клеток
следует исходить из общих требований: простота и дешевиз-
на метода, поддержание стерильных условий, отсутствие ток-
сического эффекта на метаболическую активность клеток. По-
лученный биокаталиэатор должен содержать максимально воз-
можное количество связанных клеток с высокой метаболиче-
ской и биосинтетической активностями и быть подходящим
для использования в биокаталитическом реакторе.

С этой целью провели сравнение двух наиболее щадящих
способов иммобилизации клеток - включение в гель альгина-
та кальция и связывание с матрицей пористого полимерного
носителя.

Материалы и методы

Суспензионные культуры табака и мака выращивали по
описанной ранее методике [Щ. В работе использовали на-
трий альгиновокислый ("FLuka" и "Реахим") и пенополиу-
ретан марки ППУ-Э (ОСТ 6-05-407-75) с разными размерами
пор.

Для получения иммобилизованных в Са-альгинатном геле
клеток смесь предварительно осажденной из суспензионной
культуры биомассы с раствором альгината натрия (в конеч-
ной концентрации 2-3 %) в различных весовых соотношениях
капали через капилляр под действием сжатого воздуха в 10-
50 мМ раствор хлористого кальция. Образующиеся гранулы
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геля размерам 1-2 мм выдерживала в растворе в тече-
ние 30 минут, отмывали и помещали в культиватор с питатель-
ной средой или исследовали непосредственно на эффект иммо-
билизации.

Проникновение клеток в поры пенополиуретана происходи-
ло спонтанно при контактировании растущей культуры с части-
цами носителя при обычных условиях субкультивирования Еl3.
Для достижения максимальней концентрации биомассы на носи-
теле требовалась повторная инкубация частиц пенополиуретана
(ППУ) со связанными клетками в свежей питательной среде.

Содержание клеток в гранулах альгинатного геля опреде-
ляли методом Кьельдаля. Содержание клеток в частицах ППУ
определяли после высушивания последних в течение 24 часов
при 70 °С с учетом их исходного веса. При нарезании частиц
носителя из блока ППУ отклонение от среднего веса составля-
ло не более 2 %.

Иммобилизованные клетки исследовали на активность ос-
новного метаболизма (тетразолиевым методом и по определению
интенсивности дыхания Гl3). Митотическую активность клеток
определяли по доле пролиферирующих клеток, содержащих окра-
шиваемые ацеторсеином хромосомы С23.

Результаты и обсуждение

Изучали влияние условий иммобилизации на метаболиче-
скую активность клеток табака, включенных в гель альгината
кальция. Варьировали концентрации альгиновокислого натрия,
хлористого кальция и весовое соотношение клеток и компонен-
тов геля.

Изменение концентраций компонентов геля приводит к из-
менению плотности получаемых гранул, которая растет в ряду

2-25, 3-10, 2-50, 3-25,
где первая цифра обозначает концентрацию альгината натрия в
%, вторая - концентрацию хлористого кальция в мМ.

Метаболическая активность иммобилизованных клеток сра-
зу после иммобилизации определена тетразолиевым методом,
полученные данные суммированы в таблице I.
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Таблица
1

Метаболическая
активностьиммобилизованных

вгельальгинатакальция

клетоктабака
приразных

условияхиммобилизации
Параметр

Вариант
1

Вариант
П

Вариант
Ш

Вариант
1У

Концентрация
No

-альг.(%)
и

CaCL^(MM)

3
-10

2-25

3-25

2-50

Вессвязанной
биомассы
17,5

30,0

26,2

37,0

(%

отсырого
веса)

26,2

44,6

39,4

56,0

59,5

74,2

Метаболическая
активность,
0,039

0,030

0,020

0,013

мгФ/г

0,033

0,032

0,020

0,020

БК

0,024

0,029

Коэффициент
сохранения

100

50

40

18

%

63

36

26,5

19

20

17,5

*

Метаболическая
активностьсуспендированныхклеток0,193
мгФ/г

сыр.
в.клеток.
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Из представленных данных можно сделать следующие вы-
воды:

- с увеличением плотности геля метаболическая актив-
ность иммобилизованных клеток снижается,

- клетки более чувствительны к повышению концентрации
хлористого кальция при гелеобразовании,

- с повышением содержания клеток в биокатализаторе их
относительная активность уменьшается. Возможным объяснени-
ем может быть увеличение числа клеток, расположенных в пе-
риферических областях гранул и, следовательно, подвергнув-
шихся большему воздействию соли кальция при гелеобразова-
нии.

Наиболее щадящие условия гелеобразования позволяют по-
лучить биокатализатор с высокой удельной активностью
(0,032-0,039 мг Ф/г), однако, механическая прочность таких
катализаторов не велика. Например, гранулы варианта 2-25
теряют при 30-минутном перемешивании в среде магнитной ме-
шалкой около 8 % своего веса. Из изученных вариантов био-
катализаторов достаточно высокая удельная активность в со-
четании с механической прочностью наблюдалась при исполь-
зовании 2%-ного альгината натрия, 50 мМ-го раствора
и содержании клеток в носителе 74 %. При этом, однако, те-
рялся большой процент метаболической активности клеток.

Поведение иммобилизованных клеток в условиях периоди-
ческой системы изучали с использованием основной питатель-
ной среды. Биокатализатор варианта 2-50 (содержание кле-
ток II мг сухого веса на г Ж) помещали в среду и при нор-
мальных условиях культивирования определяли нарастание био-
массы в гранулах катализатора, а также метаболическую ак-
тивность связанных клеток (таблица 2).

Созданные условия способствовали размножению клеток
внутри зерен катализатора, в результате чего структура его
нарушалась, клетки выходили на поверхность частиц и неко-
торая часть их смывалась в среду. Несмотря на 4-кратный
прирост биомассы, нельзя говорить о завердении клеточного
роста за изучаемый период, соответствующий циклу развития
данного штамма в условиях суспензионной культуры, так как
редуцирующая активность клеток не достигла 100%-ного уров-
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ня (уровня активности интактной культуры), более того, про-
цент сохранения активности снижался. Причинами этого могут
быть замедление клеточного роста внутри гранул геля, необ-
ратимые повреждения части клеток при иммобилизации, а так-
же изменение условий роста клеток при выходе на поверх-
ность частиц катализатора.

Иммобилизация клеток в матрицу пористого полимерного
носителя протекала спонтанно в условиях, соответствующих
нормальному росту культуры, за счет проникновения клеток
во внутреннее пространство пор пенополиуретановых частиц,
их задерживанию там и размножению, в результате чего про-
исходило заполнение носителя клетками. Связывание клеток

при оптимальных для изучаемой культуры размерах пор и час-
тиц носителя (0,2-0,5 мм и I соответственно) достигало
3 г/Г БК по сухому весу, или 300 %от веса частицы ППУ
(рис. I), при этом метаболическая (редуцирующая) активность
связанных клеток приближалась к уровню исходной интактной
культуры (рис. 2). Максимальная концентрация клеток в био-
катализаторе достигалась к концу второго цикла выращивания,
то есть повторная инокуляция частиц катализатора со связан-
ными клетками в свежую питательную среду активизировала
размножение клеток. Некоторое увеличение сухого веса клеток

Таблица
Нарастание биомассы и метаболическая активность
клеток табака в гранулах Са-альгинатного геля
при инкубации в основной питательной среде

2

Параметр Длительность инкубации
в сутках)

0 1 2 5 7
Сухой вес связ. клеток (мг)
на г сыр. в. БК 11,1 10,6 11,5 55,7
Прирост веса в % к исход-
ному -4,5 3,6 402
Метаб. акт-сть клеток,
мг Ф/г БК 0,029 0,027 0,039 0,067
Коэффициент сохр. актив-
ности, % 48 46 64 22
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в катализаторе в третьем цикле выращивания объясняется не
процессами размножения, а нарастанием содержания сухого ве-
щества в клетках, что показано на рис. 3. При этом митоти-
ческая активность иммобилизованных клеток практически от-
сутствует (митотический индекс равен 0,3 %).

Дыхательная активность иммобилизованных клеток табака
по окончанию нарастания биомассы в частицах биокатализато-
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ра составляла 0,64 мкг Og/г.мин и несколько увеличивалась
при работе биокатализатора в условиях периодической систе-
мы (0,99 мкг на 35 сутки). Данное значение дыха-
тельной активности близко к показателю суспензионной куль-
туры на стационарной фазе развития (0,96 мкг Og/r.Mtw на
14-е сутки).

Распределение связанных клеток в объеме носителя изме-
няется по мере завершения процессов размножения. К концу
второго цикла выращивания клетки в основном заполняют глу-
бинные области, периферическая область частиц более свобод-
на от клеток в связи с частичным смыванием с поверхности
при перемешивании среды в культиваторе. При дальнейшей ин-
кубации в питательной среде связанные клетки образуют плот-
ный слой на поверхности частиц, смывание клеток при этом
практически отсутствует, вероятно, благодаря возникнове-
нию полисахаридной пленки между клетками и матрицей пено-
полиуретана L3].

Таким образом, сравнительное изучение двух методов им-
мобилизации растительных клеток позволяет сделать вывод о
преимуществах "пассивной" иммобилизации в пористой поли-
мерной матрице, заключающихся в:

- более полном использовании основного метаболическо-
го потенциала клеток (коэффициент сохранения активности
приближается к показателю интактной культуры),



- возможности создания высокой концентрации метаболи-
чески активных клеток в биореакторе (максимальная достиг-
нутая концентрация связанной биомассы составляла 3 г сух.
в./г материала носителя),

- получении неделящихся клеток, по показателю дыха-
тельной активности состоящих на стационарной стадии разви-
тия, потенциально наиболее продуктивной по вторичным мета-
болитам,

- наконец, в отсутствии необходимости дополнительных
технических устройств для получения биокаталжзаторов.
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Plant Cell Immobilisation

11. Comparative Study of Different Methods
of Immobilisation

Abstract

Metabolic activities of plant cells entrapped in
alginate gels and grown in porous polyurethane have
been compared. Action of gel formation conditions on cell
metabolic activity was examined. Conditions for obtaining
maximum concentration of immobilised cells by cell growing
in polyurethane matrix were established. Evidence is pre-
sented which suggests that immobilisation in polyurethane
enables to obtain maximum concentration of cells with high
metabolic activity on support particles.
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N. Arhangelskaja

Taimerakkude immobiliseerimiae

11. Erinevate immobiliseerimismeetodite
võrdlev uurimine

Kokkuvõte
Võrreldi taimerakkude ainevahetuse aktiivsust parast

kaltsiumalginaatgeeli ja poorsesse vahtpoluuretaanmaatrik-
sisse immobiliseerimist. Uuriti geeli moodustumise erineva-
te tingimuste mõju rakkude ainevahetuse aktiivsusele ning
immobiliseeritud rakkude käitumist perioodilise tõõreziimi-
ga süsteemis. Selgitati valja tingimused rakkude maksimaal-
seks sidumiseks vahtpoluuretaanmaatriksis. Naidati, et rak-
kude immobiliseerimise efektiivseks meetodiks on nende fik-
seerimine poorses materjalis, mis võimaldab saavutada meta-
boolselt aktiivsete rakkude maksimaalse kontsentratsiooni
kandjas.
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МОЛОКА И ПРОДУКТАХ ЕЕ ПЕРЕРАБОТКИ

Сыворотка молока как побочный продукт молочной про-
мышленности является ценным вторичным сырьем, требующим ра-
ционального использования. Основными компонентами сыворотки
являются белки, лактоза и минеральные вещества. Молочный
сахар в чистом, выделенном из молочных продуктов, виде на-
ходит применение в пищевой и фармацевтической промышленно-
сти, потребность в нем ограничена. Путем ферментативного
гидролиза лактозы в сыворотке сладость и усвояемость про-
дукта увеличиваются, открываются новые возможности исполь-
зования лактозы в хлебопекарной, кондитерской и др. про-
мышленностях. Для промышленного производства глюкоэогалак-
тозных концентратов кроме сыворотки могут в принципе быть
использованы концентрат гиперфильтрации сыворотки и маточ-
ные растворы кристаллизации и перекристаллизации лакто-
зы. Последние содержат 15-18 % сухих веществ, из которых
90-95 % составляет лактоза. Ближайшее время должно пока-
зать, какое сырье для крупномасштабного производства глю-
козо-галактозных сиропов является самым технологичным и
рентабельным.

Технология производства иммобилизованного на силохро-
ме препарата [Ь-галактозидазы из PemciHium conescens
под названием "Галактосил" разработана во ВНИИ Биотехноло-
гии. Нами получены иммобилизованные на органоминеральных
носителях препараты [Ъ-галантозидазы С23 и исследована ки-
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нетика гидролиза растворов лактозы с помощью нативного Еl]
и иммобилизованного препаратов С23, а также приведены пи-
лотные испытания на сыворотке молока ЕЗЗ. Как это типично
для большинства -галактозидаз, фермент из Реп!с!И! um
conescens сильно ингибируется продуктами гидролиза лак-
тозы. Поэтому среди многих проблем, связанных с разработ-
кой и оптимизацией технологии применения -галактозидазы
для обработки молочных продуктов, выбор подходящего кине-
тического типа реакторов является ключевым, определяющим
условия проведения процесса, конечную степень конверсии
лактозы и, естественно, конструкцию промышленных реакторов.

Целью настоящей работы являлось сравнение продуктивно-
стей реакторов при ферментативном гидролизе лактозы с по-
мощью иммобилизованной [S -галактозидазы из Pentc![t!um
canescens.

Продуктивность реакторов

Рассмотрим продуктивность следующих типов реакторов:
1) периодический реактор с перемешиванием как реактор

первого кинетического типа;
2) проточный реактор с перемешиванием как реактор вто-

рого кинетического типа;
3) каскад из соединенных последовательно проточных ре-

акторов с перемешиванием.
Расчет продуктивностей реакторов основывается на имею-

щемся в нашем распоряжении полном количественном описании
кинетики реакции лактозы Сl, 2] и разработанной ранее мето-
дике расчета реакторов Г4И.

Продуктивность реакторов выражаем в отношении одной
единицы предельной (максимальной) скорости V (V= I) в
единице объема жидкой фазы. При этом учитывается, что об-
щее количество ферментных единиц, загруженных в реакторы,
равно для всех выбранных трех типов реакторов. При сравне-
нии принимаем, что конечная степень конверсии лактозы в
периодическом реакторе равна этой же (стационарной)
величине в проточных системах. Для упрощения принимаем,
что исходный раствор не содержит моносахаридов (исходная



44

степень конверсии лактозы равна нулю). В этом случае
продуктивность реактора первого кинетического типа равна
С63:

Продуктивность реактора второго кинетического типа
равна стационарной скорости гидролиза лактозы:

Расчеты каскадов более сложны и требуют постепенного
расчета степени конверсии в каждой ступени С4]. В данной
работе мы приводим результаты для четырехкаскадного реак-
тора, в котором ферментативная активность распределена рав-
номерно между ступенями, т.е. при общем количестве одной
единицы V в каждой секции находится единиц предельной
скорости.

Расчеты приводим для трех конкретных исходных концент-
раций лактозы - 0,12 М, 0,231 М и 0,474 М, отвечающих при-
близительно 4, 8и 15%-ным (вес %) растворам лактозы. В таб-
лице I даны необходимые для расчетов значения кинетических
коэффициентов e,f иg , и вычисленные на их основе
величины а, b и с для выбранных трех концентраций субстра-
та при pH 4,5 и температурах 30-50 °С.

Результаты расчета продуктивностей реакторов двух раз-
личных кинетических типов представлены в таблице 2.

Как видно из таблицы, проточный реактор с перемешива-
нием по своей продуктивности сильно уступает периодическо-
му реактору, в зависимости от конечной степени конверсии
его продуктивность составляет 22-65 % от продуктивности ре-
актора первого кинетического типа. Поэтому одиночный про-
точный реактор с перемешиванием можно считать непригодным
типом для промышленного гидролиза лактозы в молочных про-
дуктах.

Результаты расчета сравниваемых продуктивностей реак-
торов трех типов приведены в таблице 3. Расчеты четырехсек-
ционного каскада проточных реакторов проведены на ЭВМ с по-
мощью специальной программы "Барбот".
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Расчеты подтверждают высокую эффективность каскада из
соединенных последовательно проточных реакторов. Их про-
дуктивность при гидролизе лактозы составляет приблизитель-
но 70-90 % от максимально возможной (т.е. от продуктивно-
сти реактора первого кинетического типа) в данных конкрет-
ных условиях продуктивности.

В ТЛИ разработаны и построены четырехкаскадные барбо-
тажные биореакторы типа БКР СЗ, SD. На Выруском молочном
комбинате проведены пилотные испытания биореакторов БКР-5
и БКР-6/8 с использованием в качестве субстрата концентра-
та гиперфильтрации молочной сыворотки и маточных растворов

Таблица 1
Значения кинетических коэффициентов реакции
гццролиза лактозы при pH 4,5 с помощью

из Pen!c')!}ium canescens
CI, 21

Значения коэффициентов при темпе-
Коэффициент ратуре

30 °С 40 °С 50 °С
нативный иммобилизо- нативныйфермент ванный фермент

фермент

0,12 0,11 0,035
е 0,55 0,85 1 38
f, и*"* 7,7 5.7 2^9

-7,7 -5,7 -2,9
Для CS]o=0,I2M

a 2,00 1,917 1,292
b 1,474 1,534 1,728
с -0,924 -0,684 -0,348

Для С51 о = 0,231 М
Q 1,520 1,476 1,152
Ь 2,329 2,167 2,050
С -1,779 -1,317 -0,670

Для 151,3 = 0,474 М
a 1,253 1,232 1,074
5 4,200 3,552 2,755
с -3,650 -2,702 -1,375
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Таблица
2

Продуктивность
однойединицы

предельной
скорости

Vпригидролизе
лактозы

вреакторахдвух

кинетическихтипов(

дляпериодическогореактора
сперемешиванием,П2-

дляпроточного

реактора
сперемешиванием)

Температура
30°С

(нативный
фермент

Температура
40°С(иммобилизованный

фермент)
Температура

50°С
(нативный

фермент)

приконечной
степениконвер-

сии

0.50.6
0.70.8
0.9

приконечной
степениконвер-

сии 0.50.6
0.70.8
0.9

приконечной
степениконвер-

сии 0.50.6
0.70.8
0.9

Е5)ф=
0,12
М

Hi

0,3110,276
0,2410,202
0,157
0,3170,279
0,2410,200
0,153
0,415
0,3570,300
0,242
0,178

п?

0,2000,157
0,1170,078
0,0390,199
0,1540,113
0,0740,036
0,242

0,1810,129
0,0810,039

[S3
=0,231
М

Hi

0,3620,318
0,275
0,2310,180
0,3700,323
0,2770,230
0,1750,435
0,3720,312
0,2510,185

гъ
0,223
0,176
0,1320,089
0,046
0,224

0,1730,128
0,0850,042
0,249
0,1870,133
0,085
0,041

0,474
М

0,3500,303
0,2610,220
0,176
0,3410,291
0,244

0,2000,152
0,423
0,360
0,3010,244
0,182

0,2050,163
0,124
0,0880,048
0,2140,167
0,1250,085
0,045
0,2370,179
0,12&
0,083
0,041
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Таблица

Долявыявляемой
активности

отпредельной(максимальной)
пригидролизелактозы

спомощьюиммобилизованного
препарата

jb-галактозидаэы
изРеп!сИ)!ит

canescens

(pH
4,5

40°С)
вреакторах

трехтипов

3

Исходная
кон- центрациялак-

тозы,М

Степень конвер- сииX,.(X.,)

Доля
выявляемой
активности
Относительная

продук- тивностьреакторов
"бой"
:

каскад:ПРП

впериодиче- скомреакторе сперемешива- нием

вкаскадеиз

четырех
про- точныхреакто-

ров

впроточном реактореспе- ремешиванием(ПРП)

СЪИо
=0,12

0,6

0,279

0,240

0,154

1

:

0,862
:

0,&52

0.7

0,241

0,200-

0,113

1

:

0,828
:

0,469

0,8

0,200

0,157

0,074

1

:

0,786
:

0,370

0,9

0,153

0,109

0,036

1

:

0,715
:

0,235

=0,231
0,6

0,323

0,274

0,173

1

:

0,849
:

0,536

0,7

0,277

0,227

0,128

1

:

0,818
:

0,462

0,8

0,230

0,178

0,085

1

:

0,776
:

0,370

0,9

0,175

0,125

0,042

1

:

0,715
:

0,240

Ч53о=
0,474

0,6

0,291

0,266

0,167

1

:

0,915
:

0,574

0,7

0,244

0,220

0,125

1

:

0,902
:

0,512

0,8

0,200

0,175

0,085

1

:

0,674
:

0,425

0.9

0,152
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перекристаллизации лактозы. Для кинетических исследований
из каждой секции реактора брали пробы после достижения
стационарности системы и анализировались по ранее опубли-
кованной методике C3D. Типичные результаты опытов, сравнен-
ные с расчетными, изображены на рис. I.

Таким образом, на основе теоретических расчетов и пи-
лотных испытаний можно рекомендовать для гидролиза лактозы
в молочных продуктах каскадные биокаталитические реакторы,
гарантирующие проведение непрерывного процесса при отно-
сительно высокой эффективности использования загруженного
в реактор биокатализатора.
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E. Siimer, К. Pappel, M. Kurvits

Kinetics of One-substrace Enzymatic Reactions

XI. Kinetics of Reactors Used for Enzymatic Hydro-

lysis of Lactose in Milk Whey and Its By-products

Abstract

The kinetics of lactose hydrolysis by native and im-
mobilized -galactosidase from Penicillium cenescens at
pH 4.5 and 30-50 °C has been described for three kinetic
types of reactors - batch, continuous stirred tank reactor
(CSTR) and four-stage cascade of CSTR. Productivities of
these reactors have been calculated and compared. It has
been shown that four-stage cascades can be successfully
used for the enzymatic hydrolysis of lactose in milk
products.

49



E. Siimer, К. Pappel, M. Kurvits

Uhesubatraatsete fermeatatiivsete reaktsioonide kineetika

XI. Reaktorite kineetika laktoosi fermentatiivsel
hudroluuail piimavadakus ла selle tõõtlemis-
produktides

Kokkuvõte
Võrreldi kolme erinevat reaktorituupi, mida laktoosi

hudroluuail kasutatakse: perioodilist segamiareaktorit, la-
bivoolureaktorit ja järjestikku kaskaadi ühendatud labivoo-
lureaktorit. Arvutused viidi läbi kolmel erineval laktoosi
lahtekontsentratsioonil - 0,12. M, 0,231 M ja 0,4?4 M. Uuri-
tav temperatuuriintervall oli 30-50 °C, keskkonna pH 4,5. .

Tõestati, et laktoosi hudroluuail piimavadakus on efektiiv-
ne kasutada 4—astmelist kaskaadi ühendatud labivoolureakto-
rit, kusjuures katalüsaatoriks oleks immobiliseeritud
galaktosidaas.
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ТРУДЫ ТАЛЛИНСКОГО ПОЛИТЕХНИЧЕСКОГО ИНСТИТУТА
УДК 577 156.5 : 637.1

М.К. Фриеденталь, Т.Я. Аллмере

ОЧИСТКА И ХАРАКТЕРИСТИКА ДЕЙСТВИЯ ТЕЛЯЧЬЕГО
ХИМОЗИНА ПРИ ГИДРОЛИЗЕ СИНТЕТИЧЕСКОГО СУБСТРАТА

Протеолитическое действие химозина (К.Ф.3.4.23.4) ха-
рактеризуется реакцией гидролиза Phe(los)-Met(lo6) свя-
зи в молекуле к-казеина, выполняющего роль стабилизатора
казеиновой мицеллы в молоке. В результате этого ограничен-
ного протеолиза мицеллы казеина становятся термодинамически
нестабильными и выпадают в осадок, что является основой про-
изводства сыра. Характеристика препаратов химозина в отно-
шении такого сложного субстрата часто затруднительна ине
оправдана.

Голландскими учеными предложено в качестве субстрата
использовать синтетический гексапептид Leu-Ser-Phe-Nta-Ata-
КеОме СП, что во многом облегчает возможность характе-

ризовать препараты молокосвертывающих ферментов при сравне-
нии их с химозином. В первых работах за ходом ферментатив-
ной реакции гидролиза гексапептида следили, в основном, ис-
пользуя нингидриновый метод С2, 31, который в последующем
был заменен прямым спектрофстометрическим детектированием
расщепления пептидной связи Е4, 51.

Целью настоящей работы явились очистка торгового пре-
парата сычужного фермента и определение протеолитической
активности выделенного из него телячьего химозина по отно-
шению к синтетическому субстрату, а также выявление кине-
тических констант и реакции гидролиза в молекуле
гексапептида.

Материалы и методы

Химозин былз выделен из торгового препарата "Сычужный
порошок" (ОСТ 49 144-79) путем диализа и последующей хрома-
тографической очистки на ДЭАЭ-целлюлозе в градиенте NaCL
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Г5, 71. Во фракциях определялись содержание белка путем из-
мерения экстинкции при 278 нм (коэффициент экстинкции химо-
зина = 1,530) и 280 нм (коэффициент экстинкции
пепсина = 1,485) и. молокосвертывающая активность
по времени свертывания восстановленного обезжиренного мо-
лока (12 г/100 г в 10 мМ растворе pH 3,4). Пос-
ле последней ступени очистки фракции, содержащие химозин,
подвергались диализу и лиофильной сумке, степень очистки
проверялась методом электрофореза.

Раствор химозина приготовляли в 0,05 М ацетатном бу-
фере с содержанием I М NaCt.pH 5,20.

В качестве субстрата использовали 1,1 мМ раствор гек-
сапептида Leu-Ser-Fhe-N(e-A(a-tCeOMe в 0,05 М ацетатном
буфере с pH 4,70. Гексапептид был синтезирован и представ-
лен ВНИИOЧБ АН СССР, г. Ленинград.

Активность химозина выражали в мкат/кг и вычисляли по
начальной скорости реакции гидролиза. Phe-Nte связи анало-
гично методике, использованной в работе 843. По сравнению
с данной методикой, нами однако, были допущены следующее
изменения: измерение осуществлялось на UV-V)s спектрофо-
тометре фирмы Бекман (ОНА), модель 5260 и объем субстрата
в термостатируемой кювете составлял 1,0 мл.

Результаты и обсуждение

Хроматограмма препарата сычужного фермента (1,6 г)
приведена на рис. I, где плавные и ступенчатые линии обо-
значают, соответственно, содержание белка и активность во
фракциях. Из нее видно, что около 35 %от вводимых в ко-
лонку белков состоит из балластных белков, не имеющих мо-
локссзертывающей активности и не связывающихся с ионообмен-
ником. При увеличении ионной силы буфера до концентрации
0,2 М NaCt в растворе из колонки элюируется белок, кото-
рый и по данным литературы и по результатам проведенного
нами электрофореза идентифицируется как химозин. Доля хи-
мозина составляет около 30 % от общего белка в растворе.
При доведении концентрации соли до 0,40-0,45 М NaGt, из
колонки выходит третий компонент - пепсин, который состав-
ляет 35 % от общего содержания белка. По проведенным нами
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расчетам 75 % от всей молокосвертывающей активности, вно-
симого в колонку препарата, обусловлено химозином,а 25 % -

пепсином. Следовательно, препарат "Сычужный порошок" по
своему ферментному составу мало отличается от "UCT 49 144-
-79", предусматривающего содержание 80 % химозина по ба-
лансу молокосвертывающей активности. В то же время следует
также отметить, что весовая доля химозина в белковом балан-
се всего каталитически активного белка составляет всего лишь
45 %.

Полученные препараты химозина и пепсина были однородны
по данным электрофореза в полиакриламидном геле.

Далее снимались полные кинетические кривые реакции гид-
ролиза химозином гексапептида Leu-Sen-Phe-me-Ma-tLeOMe
(далее ГЕКСАЖ.е). В работе СП показано, что данная реак-
ция сопровождается исключительно разрывом Phe-NLe связи.
Исходя из этого, можно предполагать, что уменьшение экстинк-
ции по ходу реакции обусловлено расщеплением упомянутой пеп-
тидной связи. Также необходимо отметить, что в первых опы-
тах такого рода у нас имелись некоторые трудности измерения
скорости ферментативной реакции, что было связано с наличи-
ем самопроизвольного гидролиза пептида. Поэтому при обраще-
нии с упомянутым в разделе "Материалы и методы" субстратом
следует быть внимательным и длительное хранение его прово-



дить только при пониженных температурах (4 °С). Данное яв-
ление, однако, авторами ранее не наблюдалось при работе с
таким же субстратом, изготовленным в Лейденском университе-
те, Голландия С4].

Полная кинетическая кривая гидролиза 1,1 мМ ГЕКСА NLe,
изображенная на рис. 2, соответствует реакции первого по-
рядка. Выведенное абсолютное значение изменения экстинкции

*?зо при 230 нм характеризует исходную концентрацию
субстрата. По данным С. Виссера и др. TSJ для IмМ
раствора ГЕКСА NLe в 0,05 М ацетатном буфере (pH 4,7)
составляет 0,282 мМ'^см"'*'.

Используя интегрированную форму уравнения
Ментен Г81:

-Р =У-К

по данным полной кинетической кривой с помощью ЭВМ вычис-
ляли предельную скорость реакции V и константу Михаэлиса

таблице I приведены характерные кинетические данные
по сравнению с опубликованными ранее в литературе.

На основании анализа кинетических данных, выявляется
сходство между опытными и литературными данными. Величи-
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на с характеризует хорошие субстратные
свойства ГЕКСА NLe. Выясняется также, что найденная
превьыает 0,2-0,4 мМ. Можно предполагать, что это явление
обусловлено частичным конкурентным ингибированием продукта-
ми реакции.

Для определения специфической протеолитической актив-
ности (СПА) по начальной скорости реакции гидролиза 1,1 мМ
ГЕКСАЧ Le была выбрана такая продолжительность реакции,
при которой глубина превращения субстрата не превышала
10 %. Были проведены 2 независимой серии опытов, каждая
с 5 различными концентрациями фермента. Результатами этих
опытов установлено, что химозин, выделенный из коммерчес-
кого препарата, характеризуется СПА = 730 +35 мкат/кг. Сле-
довательно, активность очищенного и выделенного налги химо-
зина сравнима с наилучшими зарубежными препаратами химози-
на Сs].

Итак, применение синтетического субстрата вместо мо-
лока позволяет характеризовать молокосвертывающие фермен-
ты по их специфическому ферментативному действию, исключая
стадию свертывания. Применение синтетического ГЕКСАШе,
может быть, получит предпочтение при решении многих акту-
альных вопросов прикладной энзимологии в сыроделии, на-
пример, для определения состава сычужных ферментных препа-
ратов в зкспресс-анализе ЕЮ].

Авторы статьи выражают глубокую благодарность М.А.
Сэмарцеву за предоставление синтетического субстрата.

Кинетические
гексапептида

Таблица 1
константы реакции гидролиза
Leu-Ser-Phe-NLe-A4a-tLeOMe химозином

Кинетические Leu-Ser--Phe- NLe-ALa -iLeOMe
константы по опыту по литературе

C5J Г91

1,0 0,24 0,36
50,6 18,6 24,9
50,6 77,5 69,2
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M. Friedenthal, T. Allmere

Purification of Calf Chymosin and Its Characterization by
the Action on a Synthetic Hexapeptide

Abstract

The content of chymosin and pepsin in a commercial
powder rennet preparation has been determined. Thereafter
the proteolytic action of the chromatographically isolated
chymosin on a synthetic hexapeptide ester Leu-Ser-Phe-Nle-
Ala-IleoMe was quantified. The reaction was established
following the decrease of UV-absorpticn at 23О nm caused by
the specific splitting of the Phe-Ile bond. Advantages of
the synthetic peptide for the milk clotting preparation
analysis have been presented.

M. Friedenthal, Т. Allmere

Kumosiini puhastamine ла tema iseloomustamine
sünteetilise substraadi hüdrolüüsireaktsiooni. kaudu

Kokkuvõte
On maaratud tööstusliku laapfermentpreparaadi valgu-

line koostis. On näidatud, et 75 % kogu preparaadi piima
kalgendavast aktiivsusest on põhjustatud kumosiinist, mis
aga ei moodusta kataluutilisest aktiivsest valgust ule
45 %. On maaratud kromatograafiliselt puhastatud kumosiini
omadused tema poolt kataluusitava hekaapeptiidi (1,1 mN,
0,05 M Na-atsetaatpuhver, Ph 4,7) hßdrolüüsireaktsiooni
kaudu. On toodud sünteetilise substraadi kasutamise eelised
laapfermentpreparaatide iseloomustamisel.
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ХАРАКТЕРИСТИКА ФЕРМЕНТНОГО КОМПЛЕКСА
ВАС ILLUS MACERANS И ПРИМЕНЕНИЕ ЕГО ПРИ
ПОЛУЧЕНИИ ЦИКЛОДЕКСТРИНОВ

IУ. БИОСИНТЕЗ ЦИКЛOДЕКСТРИНГЛЮКАНOТРАНСФЕРАЗЫ
РАЗЛИЧНЫМИ ШТАММАМИ BACILLUSMACERANS

В связи с большим прикладным значением циклодекстринов
(ЦД) выбор штаммов-продуцентов циклодекстринглюканотрансфе-
раэы (ЦГТазы),необходимой для синтеза ЦД, имеет большое зна-
чение, так как микробиологический синтез ЦГТазы представ-
ляет собой ключевой этап для производства ЦД.

Проведен целый ряд исследований, посвященных изучению
способов получения ферментного препарата, в частности, вы-
яснению условий культивирования продуцентов фермента LI-5L
Уже в конце 30-х - начале 40-х годов в работах Тильдена и
Хадсон [6, 7] приведены не только условия культивирования
продуцента фермента Ва ci И us таьегапъ ,но и способы выде-
ления ферментного препарата и применение его для синтеза
ЦД. Тем не менее, к настоящему времени некоторые аспекты
культивирования бапилл - продуцентов ЦГТазы остаются невыяс-
ненными.

Несмотря на выделение и применение алкалофильных штам-
мов бацилл японскими исследователями в качестве источника
циклизующего фермента, В.та сего ns все же заслуживает вни-
мания как промышленный продуцент ЦГТазы и применяется в тех-
нологических разработках способов получения ЦД ЕB-12]. По-
этому целью наших исследований было осуществление подбора
штамма B-mocerons - продуцента ЦГТазы для получения [Ъ-ЦД
на основании результатов исследования биосинтеза ЦГТазы раз-
личными штаммами бацилл.
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Материалы и методы

Штаммы B.mocerans BUM В-506, BUMВ-697 и ВНМВ-698
были получены из Всесоюзной коллекции микроорганизмов Ин-
ститута биохимии и физиологии микроорганизмов АН СССР. Лио-
филиэированные культуры микроорганизмов были использованы
для засева в питательные среды, содержащие в качестве ис-
точника углерода и азота 15 % мелко нарезанного картофеля
и 1,5 % мела для поддержания pH среды культивирования. Кул-
ьтуру для опытов выращивали в конических колбах емкостью
500 мл (150 мл среды) без аэрации и перемешивания. При
культивировании бацилл использовали оптимальную температу-
ру выращивания 37 °С, как было показано нами ранее Гl2].

С целью изучения динамики биосинтеза ЦГТазы культура-
ми бацилл в культуральной жидкости каждые 24 часа определя-
ли количество Ц -ЦД и активность ЦГТазы спектрофотометри-
чески с помощью фенолфталеина Еl3, 14].

Для изучения конверсии крахмала ЦГТаэой применяли раз-
личные концентрации субстрата ( растворимого крахмала)
2,5 г/л, 5,0 г/л и 10,0 r/л. Ферментативный катализ образо-
вания [Ь-ЦД проводили без органических растворителей при
температуре 45 °С - оптимальной температуре для проявления
ферментативной активности ЦГТазы В- macerons ВКМВ-506,
как было показано нами ранее Еls].

В аналитической работе использовали реактивы со сте-
пенью чистоты "ч.д.а." или "хч.".

Результаты и обсуждение

В настоящей работе определяли содержание [Ъ-ЦД и ак-
тивность ЦГТазы в культуральной жидкости в ходе культивиро-
вания бацилл в течение 12-14 суток.На рисунках Iи 2 приве-
дены результаты изучения динамики образования [3<-ЦД и про-
явления активности ЦГТазы у трех исследованных нами штаммов
В. macerans .

Как видно из рисунков I и 2, данные экспериментов сви-
детельствуют о двухстадийности процесса биосинтеза фермента
культурами бацилл. Накопление фермента в культуральной жид-
кости повышается только после значительного снижения содер-
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знания и достигает максимума на 9-11-й день культиви-
рования бацилл, т.е. в поздней стационарной фазе роста
микроорганизмов. В культуральной жидкости B.macerarts ВКМВ-
-506 активность ЦГТазы в несколько паз превышает значения
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активности фермента, полученные для двух остальных исследо-
ванных нами штаммов ВКМВ-697 и ВНМВ—69B, хотя содержание
[S-Щ в первые дни культивирования штаммов BRMB-506 и ВКМВ-
-698 заметно друг от друга не отличалось. Следовательно,не
обнаружено прямой корреляции между количественным содержа-
нием [Ъ-ЦЦ при активном росте культур и ферментативной ак-
тивностью ЦГТазы в культуральной жидкости в стационарной
фазе роста микроорганизмов.

Активность фермента ЦГТазы в культуральной жидкости
В. macerans ВКМВ-506 оставалась стабильной в течение всего
периода наблюдения - со времени достижения максимальной ак-
тивности в течение 100 часов.

В ходе изучения биосинтетических свойств различных
штаммов баыилл были получены ферментные препараты ЦГТазы с
различной активностью - из В. macerans ВКМВ-506 - 0,15 -

- 0,20 Е/мл, ВКМВ-696 - 0,06-0,08 Е/мл и ВКМВ-697 - 0,03 -

- 0,05 Е/мл.
Так как для синтеза Щ можно использовать ферментный

препарат ЦГТазы, полученный из культуральной жидкости ба-
цилл после отделения клеток без дополнительной очистки,
проводили ряд экспериментов по изучению биотрансформации
растворимого крахмала за 4 часа без применения органических
растворителей.

Как видно из рисунка 3, при низких концентрациях суб-
страта (2,5 г/л) глубина конверсии крахмала ЦГТазой из
В- macerans ВКМВ-506 достигла 61,0 % исходного количест-

ва субстрата при 45 °С.
На основании полученных результатов можно заключить,

что в качестве продуцента ЦГТазы из имеющихся штаммов
В. macerans целесообразно использовать В- macerans ВКМВ-
-506, характеризующийся повышенной способностью проду-
цировать ДГТазу в культуральную жидкость. Несомненно,
с помощью оптимизации условий культивирования можно сокра-
тить время культивирования бацилл-продупентов ЦГТазы и до-
стигнуть значительного повышения ферментативной активности
в культуральной жидкости В. macerans ВКМВ-506. Для син-
теза ЦЦ можно применять ферментный препарат ЦГТазы из
культуральной жидкости после отделения клеток без дополни-



62

тельной очистки. Условия проведения ферментативного катали-
за образования (Ь-Щ требуют дальнейшего изучения.
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R. Vokk, E. Peipman

Characterization and Application of Enzyme Complex
from Bacillus macerans for Obtaining Cyclodextrins

IV. Biosynthesis of Cyclodextrin Glucanotransferase
by Different Strains of Bacillus macerans

Abstract

Comparative studies of three strains of Bacillus
macerans revealed that the CGTase from B. macerans BKMB
697 had the smallest activity in the cultural fluid (o+o3
E/ml) while B. macerans BKMB $O6 showed the maximum
activity during the 9-11 days of cultivation (0,20 E/ml).

CGTase from B. macerans BKMB $O6 had advantages in
the production of cyclodextrin. Just as the cultivation
conditions of bacilli, so the reaction conditions of

starch conversion must be further improved.



R. Vokk, E. Peipmaa

Bacillus macerans'i fermentkompleksi iseloomustus
,laselle kasutamine tsuklodekstriinide saamiseks

IV. Tsuklodekstriinglukaaotraasferaasi biosuntees
Bacillus macerans'i erinevatel tüvedel

Kokkuvõte
Käesoleva too autorid oa uurinud tsuklodekstriiaglu-

kaaotransferaasi biosünteesi kolme erineva B. macerans'i
tüve poolt. Fermendi maksimaalne aktiivsus leiti kultuurve-
delikus parast 9-11 kultiveerimispaeva. Kõige kõrgem fermen-
di aktiivsus tuvastati tüvel BKMB-506 (0,2 E/ml).

Uurimistulemuste põhjal järeldatakse, et B. macerans
BKMB-506 on kasutatav fermendi biosünteesiks tärklise kon-
verteerimisel /3-tsuklodekstriiniks. Mikroorganismi kulti-
veerimise tingimused aga vajavad optimeerimist, samuti tärk-
lise konversiooni tingimused.
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TALLINNA POLUTEHNILISE INSTITUUDI TOIMETISED

ТРУДЫ ТАЛЛИНСКОГО ПОЛИТЕХНИЧЕСКОГО ИНСТИТУТА
УДК 579.083.13

Р.А. Вокк, Э.М. Пейпман, В.А. Кросинг

ХАРАКТЕРИСТИКАФЕРМЕНТНОГО КОМПЛЕКСА BAOLLUS
MACERANS И ПРИМЕНЕНИЕ ЕГО ПРИ ПОЛУЧЕНИИ
ЦИКЛОДЕКСТРИНОВ

У. ПРИМЕНЕНИЕФЕРМЕНТНОГО ПРЕПАРАТА ЦИКЛОДЕКСТРИН-
ГЛШАНОТРАНСФЕРАЗЫ ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ -ЦИКЛОДЕКСТРИНА

Циклические олигосахариды - циклодекстрины (ЦЦ) являют-
ся продуктами биотрансформации крахмала. Под действием осо-
бого циклизующего фермента микробиологического происхожде-
ния - 1,4,v D -глюкан-4- сь-(1,4-з—глюкано)трансферазы
(ЦГТазы) (КФ.2.4.1.19) обрывок 1,4-з.-0-глюкопиранозной
цепи субстрата переносится через гидроксильную группу при
Сд к гидроксильной группе акцептора. В качестве источни-
ка фермента известны представители семейства Bacihus (В.
circutans, B.macerons, B.slearoihermophUus, B-mega-
tertum, В. ohbensts, алкалофильные BactHussp-), некото-

рые виды Kiebsietta и Micrococcus 11-s]. Субстратом
для гликозилтрансферазной реакции могут служить полисахари-
ды, состоящие из 1,4-<*-глюкопиранозной цепи, в основ-
ном, крахмал из различных источников (кукурузный, кар-
тофельный и др.) Е6, 7]. В роли акцептора для реакции
циклизации различные авторы использовали целый ряд пред-
ставителей углеводного ряда, начиная с глюкозы и мальтозы,
причем эффективность изученных акцепторов была различна
се, 9].

Так как ЦГТазы из разных штаммов и видов микроорганиз-
мов обладают различной специфичностью действия, т.е. в ре-
зультате реакции циклизации образуется смесь циклодекстри-
нов с шестью (<ь-ЦЦ),семью или более остатками глю-
козы в различном их соотношении, для синтеза определенного
циклодекстрина требуется правильный выбор штамма-продуцен-
та ЦГТазы. Наряду с алкалофильными штаммами бацилл для син-
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теза применяются и различные штаммы В. macerans и
B.megateriumClO, 113,

В настоящей работе изучали возможность применения не-
очищенного ферментного препарата ЦГТаэы, продуцируемой в
культуральную жидкость В. macerans ВКМВ-506, для получения
р-цц.

Материалы и методы

В. macerans штамм ВКМВ-506 был получен из Всесоюзной
коллекции микроорганизмов ИБФМ АН СССР. Микробный синтез
фермента проводили в конических колбах емкостью 1000 мл
(200 мл питательной среды, содержащей 15 % мелко нарезан-
ного картофеля и 1,5 % мела для поддержания pH среды куль-
тивирования) без аэрации при 37 °С. Ферментный препарат
ЦГТазы получали из культуральной жидкости 8-10-дневной
культуры В. macerans после отделения клеток центрифуги-
рованием при 6000 об/мин в течение 15 минут.

Активность фермента определяли епектрофотометрически
по скорости образования р-ЦЦ с помощью фенолфталеина в
1%-ном растворе крахмала при pH 7,5 и температуре 45 °С,
как описано ранее (123. Определение jb-ЦЦ проводили по мето-
дике Викмона (133.

В качестве субстрата для ферментативного синтеза р -ЦЦ
использовали растворимый крахмал (ГОСТ 10163-76) или про-
дажный картофельный крахмал с содержанием сухого вещества
81 %. Предварительную обработку субстрата проводили вьще-
ленным из культуральной жидкости ферментным препаратом
ЦГТазы при 70 °С в течение 20-60 минут, как описано ранее
(143. При этом декстрозный эквивалент не превышал 10.

Декстрозный эквивалент находили как процент содержа-
ния перечисленных на глюкозу редуцирующих групп от исход-
ного количества крахмала* Содержание редуцирующих групп
определяли методом Тегге и Нирле по восстановлению Си**
(153.

Глубину конверсии субстрата вычисляли как процент об-
разовавшегося [Ъ-ЦЦ от сухого вещества исходного крахмала.

При изучении синтеза -ЦЦ, проводимого в реакторах
объемом до 5 л в присутствии комплексообразователя толуола
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(в конечной концентрации до 5 % от объема конверсионной
смеси), процент конверсии находили по выходу кристалличе-
ского продукта. Для выделения кристаллического ]Ь-ЦЦ из
конверсионной смеси малорастворимый комплекс толуола с
(Ь-Щ отцентрифугировали при 3000 об/мин в течение 5 минут
и комплекс разрушали при повышенной температуре с отгонкой
толуола при помощи дистилляции водяным паром. [Ь-Щ пере-
кристаллизовывали из водного раствора с содержанием сухого
остатка 6-10 % и сушили при 80 °С в сушильном шкафу. Полу-
ченный белый кристаллический продукт взвешивали с точностью
до 0,01 г.

Чистоту полученного {Ь-ЦЦ в отношении содержания дру-
гих углеводов в качестве примесей определяли методом гель-
хроматографии аналогично методике Задона и др. LI6J. В
работе использовали колонку с внутренним диаметром 26 мм и
высотой 600 мм, носителем служил Молселект Г-15. В каче-
стве элюента применяли дистиллированную воду при комнатной
температуре, скорость элюции 50 мл/час,

В полученных фракциях содержание углеводов определя-
ли с помощью антрона Сl7l. Для этого в стеклянные пробирки,
снабженные стеклянными крышками, вводили из бюретки по 2 мл
0,18%-ного раствора антрона в концентрированной серной кис-
лоте, добавляли по I мл исследуемой пробы, содержащей 0,01
- 0,1 мг углеводов, и пробу выдерживали в кипящей водной
бане в течение 5 минут. Затем пробы охлаждали водопроводной
водой и фотометрировали при длине волны 625 нм.

Результаты и обсуждение

В настоящей работе биотрансформацию крахмала фермент-
ным препаратом ЦГТазы из В. mace га ns ВКМВ-506 осуществляли
как без органических растворителей, так и в присутствии то-
луола в качестве комплексообразователя с продуктом фермента-
тивной реакции - [Ъ-ЦЦ.

На первом этапе исследований определяли степень кон-
версии различных концентраций субстрата ферментным препара-
том при температуре 45 °С. На рисунке I приведены результа-
ты исследования конверсии крахмала без органических раство-
рителей с помощью ферментного препарата активностью 0,2 Е/мл
Период наблюдения составлял 4 часа.



Как видно из рисунка,степень конверсии крахмала ЦГТазой
уменьшается с повышением концентрации субстрата. Наибольшая
степень конверсии достигнута при концентрации субстрата
5,0 г/л - 25 %.

С целью выяснения зависимости глубины конверсии от
температуры, конверсию крахмала препаратом ЦГТазы из культу-
ральной жидкости бацилл изучали при трех различных темпера-
турах -30 , 45 и6O °С. Как показали результаты эксперимен-
тов, представленные на рисунке 2, синтез jb-ЦЦ в значитель-
ной мере зависит от применяемой температуры. Так, при наи-
более низкой изученной нами температуре - при 30 °С за 4
часа образовалось в среднем 8, 14, и 22 % [S-ЦД от исходно-
го количества субстрата (при концентрации субстрата соответ-
ственно 20,0 ,10,0 и 5,0 г/л). При 45 °С для всех концентра-
ций субстрата были получены более высокие степени конверсии
крахмала - от 9,7 до 25,3 % в зависимости от концентрации
субстрата (соответственно 20,0 и 5,0 г/л). Результаты опы-
тов, проведенных при 60 °С, свидетельствовали о некоторой
инактивации фермента под действием температуры. Степень кон-
версии субстрата за 4 часа была относительно ниже по сравне-
нию с результатами, полученными при 45 °С.
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Как видно из рисунка 2, при проведении ферментативно-
го синтеза из крахмала, ЦГТаза сильно ингибируется
продуктами реакции. Поэтому в следующей части нашей рабо-
ты для исследования конверсии при более высоких концентра-
циях субстрата мы пользовались толуолом, образующим
труднорастворимый комплекс с продуктом реакции -ЦД.

С целью разработки технологии получения [Ь-ЦД были
проведены эксперименты по ферментативному катализу синте-
за в присутствии толуола при концентрациях субстрата
25,0 и 40,0 г/л продолжительностью до 120 часов. Каждые
24 часа из конверсионной смеси извлекали комплекс толуола
с продуктом реакции. В таблице I приведены результаты кон-
версии двух различных концентраций крахмала.

Полученные данные свидетельствуют о возможности при-
менения ферментного препарата ЦГТазы из культуральной жид-
кости В.гласе га ns ВКМВ-506 для синтеза Ц-ЦД. Достиг-
нутая степень конверсии - 52 % является по литературе
близкой к максимальной продуктивности ЦГТазы из В.тасе-
rans.
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На рис. 3 в качестве иллюстрации приведены хромато-
граммы полученного [Ь-ЦЦ и некоторых других углеводов, при-
сутствующих в конверсионной смеси при синтезе -ЦЦ- сьЦЦ,
%-ЦЦ, глюкоза и линейные декстрины. Имеющийся на хромато-

грамме один пик -Щ свидетельствует о том, что по описан-
ной методике получен хроматографически чистый продукт.
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R. Vokk, E. Feipman, V. Krosing

Characterization and Application of Enzyme Complex

from Bacillus macerans for Obtaining Cyclodextrins

V. Application of Crude Enzyme Cyclodextrin
Glycosyltransferase for Obtaining . /3-
Cyclodextrin

Abstract

The synthesis of /3-cyclodextrin (/3-CD) as the
product of reaction between the enzyme cyclodextrin glycos-
yltransferase (CGTase) from Bacillus macerans BKMB 506
and a soluble starch solution or a potato starch solution
pretreated with the same CGTase was investigated. Con-
version conditions such as substrate concentration, tem-
perature and the amount of enzyme for production
were examined.

B. macerans BKMB 506 seems to be useful for the
practical production of CGTase, which can be utilized for
industrial purposes in manufacturing /3-CD.
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R. Vokk, E. Peipman,
V. Krosing

Bacillus macerans'i fermentkompleksi iseloomustus
,laselle kasutamine tsuklodekstriinide saamiseks

V. Tsuklodekstriinglukanotransferaasse fermentpreparaadi
kasutamine saamiseks

Kokkuvõte
Käesoleva too autorid on uurinud tärklise biotrans-

formatsiooni produkti saamise võima-
lusi Bacillus macerans BKMB-506 poolt sünteesitud fermen-
di tsuklodekstriinglukanotransferaasi abil. Uuriti tärkli-
se konversiooni sõltuvust substraadi kontsentratsioonist,
temperatuurist ja fermendi hulgast.

Tulemuste põhjal võib soovitada B. macerans BKMB-506
kasutamist tsuklodekstriinglukanotransferaasi saamisel
/3-tsuklodekstriini tootmiseks.
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ТРУДЫ ТАЛЛИНСКОГО ПОЛИТЕХНИЧЕСКОГО ИНСТИТУТА
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ПОЛУЧЕНИЕПОЛИКОНДШСАТОВ ДИИМИНОЭФИРОВ ДЛЯ
МОДИФИКАЦИИПЕРВИЧНЫХ АМИНОГРУПП

Наиболее часто используемыми реакциями при получении
модифицированных и иммобилизованных белков являются реак-
ции ацилирования и аминоацилирования, алкилирования (арили-
рования), азосочетания, образования иминов и, в меньшей сте-
пени, окислительно-восстановительные и радикальные реакции.
Иногда используются и смешанные методы.

Химические реакции образования новых ковалентных свя-
зей затрагивают различные функциональные группы белков в
зависимости от характера модифицирующего химического реаген-
та и от реакционной способности, участвующей во взаимодей-
ствии группировки белковой молекулы.

В качестве мягких ацилирующих агентов могут быть ре-
комендованы иминоэфиры карбоновых кислот и их поликонден-
саты.

В предварительных опытах мы установили, что 1,3,5-три-
азиновый поликонденсат диэтилового эфира дииминоадипино-
вой кислоты является подходящим реагентом для модификации
и иммобилизации аминогрупп белков.

Цель работы состоит в разработке метода синтеза 1,3,5-
триазинового поликонденсата диэтилового эфира дииминради-
пиновой кислоты для модифицирования белков, исследовании
реакционной способности полученного модификатора, в част-
ности, характеристик кинетики модифицирования в водных сре-
дах, а также в вьщаче рекомендаций по применению полученных
соединений для модифицирования белков.
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Материалы и методы

При синтезе поликонденсата диэтилового эфира диимино-
адипиновой кислоты применяли дигидрохлорид диэтилового
эфира дииминоадипиновой кислоты(синтезирован нами).

Объектом модифицирования служил Ц -аланин ("Reana
Венгрия).

Элементный анализ синтезированных веществ. Все эле-
ментные анализы сделаны на анализаторе С HN, модель 185
("Hewtelt Packard", GRA).

О,6-0,8 мг исследуемого вещества сжигают в потоке кис-
лорода при температуре 1050 °С в течение 50 с. Состав ве-
щества получают в %.

ИК-спектроскопия синтезированных веществ. Все ИК-спект-
ры были снять!на спектрофотометре UR-20 ("Car! Ze'tss", ГДР)
при ширине щели 4 со скоростью развертки по волновым
числам 160 см/мин.

Жидкие образцы были анализированы в чистом виде без
применения растворителей. Твердые образцы изучались в виде
взвеси в парафиновом масле или в виде пленок, осажденных
из растворителей на окошке кюветы из бромистого калия.

При идентификации веществ использованы данные, опубли-
кованные в работе (12 и каталоге (22.

13Спектры ЯМР С высокого разрешения конечных и проме-
жуточных продуктов, продуктов гидролиза и модифицирования
сняты на 20%-ных растворах в гексадейтеродиметилсульфокси-
де, дейтероацетоне, дейтероводе и дейтерохлороформе при
комнатной температуре на частоте 125,76 МГц на спектрофото-
метре со сверхпроводящим соленоидом AM-500 ("Brake г", ФРГ)
с полной развязкой от протонов с применением Фурье-преобра-
зования.

13Химические сдвиги углерода-13 (Х.С. ч2) измерены от
внутреннего стандарта тетраметилсилана (ТМС).

ТО
Спектры ЯМР С высокого разрешения твердых образцов

сняты на спектрофотометре СХР-200 ("Broker", ФРГ) на час-
тоте 50,31 МГц с применением кросс-поляризации и быстрого
вращения образца под магическим углом, применяя датчик, по-
строенный в Институте химической и биологической физики АН
ЭССР.



Кинетику реакций гидролиза триазинового поликонденса-
та диэтилового эфира дииминоадипиновой кислоты и модифици-
рования первичных аминогрупп с его помощью исследовали тер-
мохимическим методом. Теоретический подход к решению подоб-
ных задач изложен в работах СЗ, 41. Методика исследования
кинетики реакций термохимическим методом приведена в рабо-
те С5l.

Результаты и их обсуждение

Триазиновый поликонденсат ДБК ( диэтиловый эфир ди-
иминоадипиновой кислоты) синтезировали по следующей мето-
дике: в закрытую колбу, снабженную магнитной мешалкой, по-
мещали 0,05 моля (13,65 г) дихлоргидрата ДБК, 0,2 моля
(27,60 г) углекислого калия и 100 мл абсолютного диэтилово-
го эфира. Эту смесь держали в холодильнике при температуре
2°С в течение 12 часов при постоянном перемешивании, за-
тем фильтровали и из фильтрата отгоняли в вакууме при ком-
натной температуре диэтиловый эфир. После отгонки эфира в
вакууме остаток нагревали 30 минут при 30 °С /I кПа и полу-
чали желтоватую жидкость ( 0,9860, 1,4575) с вы-
ходом 7,30 г.

Состав синтезированного продукта исследовали при по-
мощи элементного анализа:

Строение синтезированного продукта исследовали по ИК-
и ЯМР С-спектрам. По ИК-спектру полоса при 1100
(С-0) доказывает присутствие алифатической простоэфирной
группы. Характерная полоса при 1660-1660 доказывает
присутствие аэометиновой группы (C= N)

. Полоса при 1545 см*l
указывает на присутствие связи C=N в триазиновом цикле.

На существование триазинового поликонденсата указывает
также ЯМР - анализ (см. табл. I).

По данным элементного анализа, ИК-и ЯМР
установлено, что синтезированный продукт - триазиновый по-
ликонденсат ДБК, содержащий триазиновые циклы и концевые
(С= НН) группы:
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с, % н, % МД
найдено 59,87 10,11 13,89
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13

Химические
сдвиги
ядер

С(в
м.д.

продуктов
ихгццролиза

ипродуктов,
модификаторов
в

DMCD-d^^)

Таблиц:

относительно
ТМС)иминоэфиров

иихпроизводных,
полученных

прииспользованииих
вкачестве

t

1

№формулы вещества
С1

С2

СЗ

04

С5

С6

С7(С7')
са(са')

а)")

181,5

33,3
24,3*
24,8*

34,2

177,1

62,5

14,3

(2)

120,4

15,6
24,0

24,0

15,6

120,4

-

-

(3)

173,2

33,4
24,1

24,1

33,4

173,2

60,1

14,2

(4)

178,2

37,0
24,2

24,3

16,0

120,5

-

-

(5)6)

177,9

37,2
24,2*
24,4*

33,3

172,9

59,8

14,1

(6)

41,7

33,6
26,4

26,4

33,6

41,7

--

-

(7)

173,8

32,9
23,8

23,8

32,9

173,9

51,4
-

BDMCO-db/182,2
Д<180,9
-33,5

втвердом состоянии

24,7

24,7

33,5182,2
Зг180,9
61,0

(8)

-

149,7
-

149,7

-

149,7

-

-

(9)

156,3

39,6
29,7

25,8

25,8

29,7

39,8

156,3

а)Химические
сдвиги

ядерадипиновой
кислоты,диэтиловогоэфира

идинитрилаадипиновой

кислоты
хорошосогласуются

слитературнымиданными
Е6].

х)Химические
сдвиги
этихядер
могутменятьсяместами.

б)Дляпрямого
сравнения
инаглядности

нумерациясоединений
отличаетсяот

правил
IUPAC

.
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По литературным данным Е7] циклизация иминоэфиров про-
исходит в присутствии каталитических количеств их солей, в
результате получаются структурированные полимеры.

Характеристика реакций гидролиза триазинового поликон-
денсата ДБК при использовании его в качестве модификатора
соединений, содержащих первичные аминогруппы. Для получе-
ния конечных продуктов гидролиза триазинового поликонден-
сата ДБК (I) провели гидролиз данного продукта в воде при
температуре 30 °С в течение 10 часов. pH гидролизуемого ра-
створа равнялся 8,1. Воду выпаривали в вакууме (1,3 кПа)
досуха, оставалась светло-коричневая липкая масса. После
гидролиза триазинового поликонденсата ДБК по спектру ЯМР

и в продуктах гидролиза установили следующие соединения
(см. табл. I):

* 14Как можно судить по спектру ЯМР С, при гидролизе
триазинового поликонденсата ДБК образовались 12 частей ве-
щества (2), 4 части вещества (3), 2 части вещества (4) и I
часть вещества (5).
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Реакцию амидинирования первичных аминогрупп (в каче-
стве модельного вещества использовался гексаметилецциамин

растворимый в органических растворителях) с помощью дихлор-
гидрата диметилового эфира дииминоадипиновой кислоты

провели в гексадейтеродиметилсульфоксиде при комнатной
температуре (см. табл. I). По спектру ЯМР установлено
образование амидиновой связи (-С (= NH)-NH- ) ж присутст-
вие свободного метанола (5= 48,5 м.д.). Очевидно, образо-
валась смесь различных продуктов реакции амидднирования -

олигомеры, которые по-разному протонированы. Все это дела-
ет отнесение линий спектра к отдельным углеродным атомам
в конкретных соединениях очень сложным.

Для упрощения интерпретации линий спектра модифициро-
ванного гексаметилендиамина модифицирование первичных
аминогрупп (модельным веществом взяли гексаметилендиамин,
растворимый в DMCO-dJ провели с помощью 2,4,6-трихлор-1,3,
5,-триазина

в DMCO-dt,. Реакция между гексаметилендиамином н 2,4,6-три-
хлор-1,3,5-триазином (молярное отношение 3:1) прошла при
комнатной температуре с энергичным выделением хлористого
водорода и теплоты. По спектру ЯМР установили образова-
ние соединения (см. табл. I):
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Образование соединения (9) свидетельствует о разрыве три-
азинового кольца при действии первичных аминов и указывает
на образование аминоазометина.

Свойства триазинового поликонденсата ДБК и его ис-
пользование жри модифицировании. Кинетику реакций гидроли-
за триазинового поликонденсата ДБК и модифицирования пер-
вичных аминогрупп с его помощью исследовали при различных
значениях pH (3,0-10,5) при постоянной температуре, равной
30 °С, из-за особенности эксплуатации микрокалориметра
LKB 2277.

"мод = "мод* "з'й .1 ,
М-I,с'l значение

определено из специальных опытов и СЕПф- началь-
ная концентрация субстрата L4].

При исследовании влияния концентрации NaCA на констан-
ты скоростей реакций гидролиза триазинового поликонденсата
ДБК и модифицирования аминогрупп с его помощью (см. табл.2)
установили, что константы скоростей данных реакций не за-
висят от ионной силы. В дальнейших опытах влияние концент-
рации соли на эти реакции при различных значениях pH не ис-
следовалось.

Таблица 2
Влияние концентрации соли ( НаС!.)на константы
скоростей реакций гидролиза триазинового полимера
ДБК и модифицирования иминогрупп (модельным веще-
ством -аланин) с его помощью при температуре 30 °С
и pH 8,5 (0,2 М боратный буфер)^

Концентрация
NaCL, м С*^ С*^ М"-*-.с"^

0,1 2,43 + 0.35 6,97 + 1,04 1,06
0,5 2,63 + 0,40 6,59 + 0,86 0,99
1,0 2,63 + 0,24 6.79 + 0.95 1,04
1,5 2,70 + 0,38 6,30 + 0,81 0,90
2,0 2,58 + 0,41 6,50 + 0,93 0,98

Из значения определенной калориметрически суммарной эф-
фективной константы скорости определена величина
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Константа скорости реакции гидролиза триазинового по-
ликонденсата ДБК постоянно уменьшается при увеличении pH
(см. рис. I; pH 3,0-6,0 0,1 М ацетатный буфер, pH 7,0-9,0
0,2 М боратный буфер, pH 9,0-10,5 0,05 М боратный буфер)*
При значении pH 10,5 скорость реакции гидролиза триазино-
вого поликонденсата ДБК в 4,5 раза меньше, чем при значе-
нии pH 3,0. Можно полагать, что происходит разрыв 1,3,5-
триазинового кольца и в составе триазинового поликонденса-
та ДБК гидролизуются свободные иминогруппы. По данным ри-
сунка I установили, что триазиновый поликонденсат ДБК ус-
тойчив при повышенных значениях pH, при pH 10,5

"гидр-I°"= 1.87+ 0,15, с-1.
Поскольку триазиновый поликоцценсат ДБК более устой-

чив и аминогруппы модельного вещества реакционноспособны в
щелочной среде, реакцию модифицирования аминогрупп при по-
мощи этого поликонденсата исследовали в пределах pH 7,0-
10,5 0,2 Ми 0,05 М боратного буфера. Установили, что ско-
рость реакции модифицирования растет с повышением pH (см.
рис. 2). В пределах pH 7,0-10,0 повмпение скорости моди-
фицирования достигает 1,5 раз. Модифицирование аминогрупп
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модельного вещества триазиновым поликонденсатом ДБК следу-
ет проводить при повышенных значениях pH.

По рис. I и 2 можно констатировать повышение отноше-
ний при увеличении pH. Модифицирование jb-ала-
нина с помощью триазимового поликонденсата ДБК наиболее эф-
фективно при pH 10,0, где значение отношения *

= 58,6 М*" максимально.
Поскольку по данным работы СBl скорость реакции гид-

ролиза ДБК снижается, а скорость реакции амидинирования
первичных аминогрупп с помощью ДБК увеличивается в несколь-
ко раз при небольших добавках диоксана в водный раствор,це-
лесообразно исследование влияния диоксана на реакции гидро-
лиза триаэинового поликонденсата ДБК и модифицирования ами-
ногрупп с его помощью.

Реакции гидролиза триаэинового поликонденсата ДБК и
модифицирования аминогрупп с его помощью на (S -аланине ис-
следовались в 0,2 М боратном буфере, pH 8,5 при концентраци-
ях диоксана 5-40 масс% (ом. табл. 3). Установили, что кон-
станта скорости реакции гидролиза триаэинового поликонден-
сата ДБК имеет максимум *

= 5,02 + 0,93, при
концентраций диоксана 10 %. Константа скорости реакции мо-
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Таблица
3

Значениеконстант
скоростей

и.Концентрация
триазинового

поликонденсатаДБК
вовсехопытах0,01

М.Темп.
30°С,
pH8,5
(0,2

Мборатный
буфер)

№ опыта
Содержание диоксана,масс%
Исходная
конц.

fb

-аланина, М

'

с

М-1."

1

0

0,0412

7,48
+2,65
2,95
+0,25

1,10
+0,18

2

5

0,0869

15,2
+5.4
3,47
+0,45

1,35
+0,65

3

10

0,0820

17,3
+4,2
5,02
+0,93

1,50
+0,63

4

20

0,0471

11,3
+2.1
3,98
+0,42

1,55
+0,53

5

30

0,0358

9,55
+2,28
3,02
+0,63

1,82
+0,82

6

40

0,0402

11,5
+1,0
1,67

+0,57

2,45
+0,38

Вычислено
поуравнению

=—
ЕЙЙВ

Е4].
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дифицирования аминогрупп триазиновым поликонденсатом Д№
линейно увеличивается с повьшением концентрации диоксана

= I.Ю + 0,18 - 2,45 + 0,38,Ы"1. Соотно-
*

шение кинетических констант зависит от концент-
рации диоксана в растворе 0,2 Мборатный буфер (pH 8,5) -

диоксан: уменьшается при добавлении диоксана и постепенно
повышается с увеличением концентрации диоксана.

Из вышесказанного вытекает, что перевод дигидрохлори-
да ДБК в форму свободного основания под действием углекис-
лого калия в диэтиловом эфире сопровождается реакциями по-
ликоцценсации, что вызывает возникновение триазиновых ко-
лец с сохранением активных групп. Получаемый продукт три-
азинового поликонденсата ДБК является полифункциональ-
ным модификатором аминокислот, который может быть исполь-
зован в водной и неводной средах. Модифицирование первич-
ных аминогрупп модельных соединений триазиновым поликонден-
сатом ДБК позволяет достигать более высоких значений
Кмод/Кгццр* до 6 раз превышающих таковые для случая ДБК.
Коэффициент Кщзд/Кридр существенно зависит от pH. Скорость
реакции гидролиза ДБК минимальна при значениях pH 7,0, а
скорость реакции разложения реакционноспособных групп три-
азинового поликонденсата ДБК уменьшается с повышением pH
до 10,5. Энергия активации реакций гидролиза и разложения
одинакова для обоих веществ и изменяется в зависимости от
pH в пределах 40-70 кДд/моль.

В среде диоксан - боратный буфер скорость разложения
триазинового поликонденсата ДБК максимальна при концентра-
ции диоксана 10 %, а скорость модифицирования аминогрупп с
его помощью линейно увеличивается с повышением концентра-
ции диоксана. Соотношение кинетических констант к^д/Крцдр
уменьшается при добавлении диоксана и постепенно повыша-
ется с увеличением концентрации диоксана.
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A. Kaard, T. Valimaa

Production of Bisiminoadipic Acid Ester
Polycondensates for Modifying Primary Aminogroups

Abstract

A method for synthesizing the 1,3,5-triazine poly-
condensate of DEA (diethyl ester of bisiminoadipic acid)
has been elaborated. Reaction kinetics and reaction possi-
bilities for obtaining the polyfunctional modifier in water
and water-dioxane solutions have been observed.

In water solution the modification of primary amino-
groups of model compounds with DEA 1,3,5-triazine poly-
condensate enabled to get up to 6 times higher кдю^/к^уЬг
values than in case of DEA only. The coefficient

essentially depended on pH. The DEA hydrolysis reaction
rate has been minimized by the pH value of 7.00, but the
decomposition reaction rate of the DEA triazine polyconden-
sate decreased, by rising pH value up to 10.5. Activation
energies of hydrolysis and decomposition reactions were
equal for both compounds and, depending on pH values
(7.00-10.0),varied from 40 up to 70 kJ/mole.

In dioxane-borate buffer solution the decomposition
reaction rate of DEA triazine polycondensate was maximum
when the dioxane concentration was 10 %, but the modi-
fication rate of aminogroups in the presence of dioxane
increased linearly by raising its concentration.

The correlation of kinetics constants

creased by adding dioxane and increased gradually while
raising the dioxane concentration.
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A. Kaard, T. Valimaa

Diiminoestrite polukondensaatide saamine primaarsete

aminoruhmade modifitseerimiseks

Kokkuvõte

Täiustati DEA (diiminoadipiinhappe dietuulester)
1*3,5-triasiiase polukoadensaadi saamise meetodit. Uuriti
saadud polüfunktsionaalse modifikaatori reaktsioonivõimet
vee- ja mittevesikeskkonnas.

Veekeskkonnas saavutatakse primaarsete aminoruhmade
modifitseerimisel DEA polukondensaadiga 6 korda suurem
kineetiliste konstantide suhe kui DEA-ga modi-
fitseerimisel. Koefitsient sõltub oluliselt pH-st.

DEA hudroluusi reaktsioonikiirus on minimaalne pH väärtusel.
7,0, aga DEA triasiinse polukoadensaadi reaktsioonivõimelis-
te rühmade lagunemise reaktsioonikiirus väheneb pH tõusuga
(pH kuni 10,5). Hudroluusi- ja lagunemisreaktsiooni aktivat-
sioonienergiad on mõlemal ainel Ühesuguses suurusjärgus ja
muutuvad olenevalt pH-st (7,0 - 10,0) 40-70 kJ/mool.

Dioksaani ja boraatpuhvri lahuses on DEA triasiinse
polukondensaadi lagunemise reaktsioonikiirus maksimaalne.
10 % dioksaanilisandi juuresolekul, aminoruhmade modifit-
seerimiskiirus sünteesitud modifikaatoriga aga suureneb li-
neaarselt dioksaani kontsentratsiooni tõustes. Kineetiliste
konstantide suhe väheneb boraatpuhvrile dioksaa-
ni lisamisel ja suureneb jark-jargult dioksaani kontsent-
ratsiooni tõstmisel.
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ЩЦЕИВНИЕ АДЕНO3ИНФOСФАТOВ ПУТЕМ ОСАЖДЕНИЯ

Важнейшие направления современной биотехнологии связа-
ны с синтезом и модификацией нуклеиновых кислот. Для прак-
тического решения названных работ требуются мономерные нук-
леозидфосфаты, в частности, нуклеозидцифосфаты и - трифос-
фаты.

Такие соединения, как аденозинтрифосфаты, могут быть
применены в лекарственных и косметических препаратах.В свя-
зи с этим необходимо обеспечить научно-исследовательские ин-
ституты и учреждения, которые работают в области биотехно-
логии, необходимым количеством высококачественных нуклеозид-
фосфатов. Следовательно, с расширением применения нуклеозид-
фосфатов целесообразно усовершенствовать методы их препара-
тивного получения.

Материалы и методы

Для препаративного получения АТФ (аденозин-s'-трифос-
фат) применяли иммобилизованные в альгинатный гель пив-
ные дрожжи. Для иммобилизации пивных дрожжей
сеrevis! ae Сакуского пивозавода применялся метод включе-

ния клеток в альгинатный гель СП.
Процесс биофосфорилирования проводили по выработанной

методике ЦП с некоторыми модификациями, а именно - з от-
сутствие толуола, уксусной и щавелевой кислот. Эти вещества
оказывают разрушающее воздействие на иммобилизованные клет-
ки.

Для проведения препаративного разделения аденоэинфос-
фатов в форме натриевых солей использовалась колонка фирмы
"Pharmacia Швеция, объемом 600 мл, которая
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была соединена с проточной кюветой спектрофотометра "sре-
cord UWts" ("Саг!lе!зs",ГДР). За ходом хроматографиче-
ского разделения наблюдали при длине волны 254 нм. На анио-
ните АРА - 5п разделили аденозинфосфаты по выработанной
методике Г2П.

Выделенные аденозинфосфаты идентифицировали при помо-
щи ЖХЩ ("DuPont"

,
США) на колонке с обращенной фазой.

Заранее определяли время выхода аденозина и соответствую-
щих моно-, ди- и трифосфатов (препараты "Reana Венгрия^

Использованы химические реактивы, анионит АРА - 5п и
катионит КУ-2-8 со степенью чистоты "чистый".

Результаты и обсуждение

Процесс биофосфорилирования проводился в растворе сле-
дующего состава:

Процесс биофосфорилирования проводился по общеприня-
той методике. Перемешивание проводили барботированным воз-
духом. Процесс прекращали после стабилизации pH (приблизи-
тельно через 1,5-2 часа). Иммобилизованные дрожжи отфильт-
ровывали и аденозинфосфаты осаждали из реакционной смеси
добавлением ацетата бария. Бариевую соль аденозинфорсфатов
переводили в натриевую форму обработкой сульфокатионитом
КУ-2-8 в натриевой форме. За ходом реакции наблюдали по

Таблица 1
Состав среды биофосфорилирования

Вещество Количество*, г

Аденозин 5,00
Калий хлористый 0,36
Магний хлористый 0,36
Сахароза 16,6
Фосфат натрия 10,0
Дрожжи (иммобилизованные) 50,0
Вода 250

* Расход материалов для синтеза 1 г АТФ.



92

поглощению (при 254 нм) фильтрата реакционной смеси (см.
рис. I).

Видно, что процесс перекатионирования протекает доволь-
но быстро. При этом наблюдается полное растворение бариевых
солей аденозинфосфатов. Суспензию бариевых солей аденозин-
фосфатов в дистиллированной воде контактировали с отдельны-
ми навесками натриевого катионита. Показано (см. рис. I),
что для перевода в форму растворимых солей I г бариевых со-
лей аденозинфосфатов требуется 2 г катионита КУ-2-8 в нат-
риевой форме. При этом аденозинфосфаты практически не ад-
сорбируются катионитом и выход по азотистому основанию со-
ставляет свыше 95 %. Катионит в бариевой форме может быть
легко регенерирован... При этом важно отметить, что при об-
работке реакционной смеси бариевых солей аденозинфосфатов
катионитом в натриевой форме выделяется эквивалентное ко-
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личество ионов натрия, то есть реакционная смесь не за-
грязняется избытком солей.

Разница в растворимости отдельных аденозинфосфатов не
столь большая, чтобы выделить соединения с разной сте-
пенью фосфорилирования в чистом виде. Метод осаждения аде-
нозинфосфатов в виде бариевых солей может быть рекомендо-
ван для выделения аденозинфосфатов из реакционной смеси и
последующего их разделения хроматографическими методами.

Аденоэинфосфаты в натриевой форме разделяли на аниони-
те АРА - 5 п (01 форма). Путем ступенчатого элюирования
растворами 0,03 н L)C( вo,olн HCL разделяли моно- и
дифосфаты иo,6н UCL в 0,01 н HCL разделяли АТФ. АТФ
из элюата выделяли с помощью этилового спирта.

При биофосфорилировании 5 г аденозина получали 0,9-
-1,2 г АТФ следующими выходами на разных этапах процесса
(см. табл. 2):

Проведение биэфосфорилирования иммобилизованными клет-
ками, осаждение основного продукта и последующее разделе-
ние на ионите требует дальнейшего изучения для повышения
продуктивности процесса.

Литература
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Таблица 2
Выход продукта АТФ на разных этапах процесса

Этап Выход, %

Биофосфорилирование аденозина 67
Осаждение аденозинфоефатов ацетатом бария
Разделение смеси натриевых солей адено-

56

зинфосфатов на анионите АРА-5п 62
Осаждение АТФ из элюата этиловым спиртом
Содержание основного вещества АТФ в
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литиевой форме 96
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R. Pruul, A. Kaard

Separation of Adenosinephosphates
by Precipitation

Abstract

The mixture of adenosinephosphates has been obtained
by the method of biophosphorate adenosine and it has been
settled from the reaction mixture in the form of barium
salts. The recationation of barium salts of adenosine-
phosphates into natrium salts has been carried out with
cationite KU-2-8.

The mixture of natrium salts of adenosinephosphates
has been separated by means of anionite ARA-5P
with stepped elution by LiCl and HCI. 0.9-1.2 grammes of
adenosine-s'-triphosphate has been obtained by biophospho-
rating 5 ghammes of adenosine.

R. Pruul, A. Kaard

Adenosiinfosfaatide eraldamine sadestamise teel

Kokkuvõte

Adeaosiini biofosforuleerimisel saadi adenosiinfosfaa-
tide segu. Antud reaktsiooniseguat sadestati adenosiinfos-
faadid baariumi sooladena. Adenosiinfosfaatide baariumi soo-
lad kationeeriti kationiidi KU-2-8 abil ümber naatriumi soo-
ladeks. Saadud adenosiinfosfaatide naatriumi soolad lahutati
anioniidil ARA-5P astmelise elueerimise teel
erinevate kontsentratsioonidega LiCl ja HCI lahustega. 5 g
adenosiini biofosforuleerimisel ja edasisel puhastamisel
saadi 96 %-lise põhiaine sisaldusega adenosiin-s**t;rifosfaa-
ti 0,9-1,2 g.
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