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Сообщение 1У

Исследование гидролиза .дисахаридов

Интегральная кинетика реакций ферментативного гидро-
лиза .дисахаридов является интересным объектом исследова-
ния, так как этим реакциям характерно ингибирование про-
дуктами, а часто также субстратом. Поэтому применение
уравнения Михаэлиса-Ментен, для описания кинетики реакции
в данном случае обычно невозможно, в частности,при описа-
нии процесса глубокого гидролиза, в некоторых случаях мож-
но упрощенно учитывать только конкурентное ингибирование
одним превалирущим продуктом (аналогом субстрата) и пре-
небречь .другими ингибирующими эффектами. В этом случае
уравнение Михаэлиса может удовлетворительно описывать ки-
нетику ипо эффективному значению константы К т возможен
расчет константы ингибирования. Так, например, В.С. Баева
и др. применяли интегрированное уравнение Михаэлиса-Мен-
тен для описания гидролиза лактозы с помощью иммобилизо-
ванной (*>-галактозидазы из Curvutanla в
колонке Ll]. По данным анализа интегральной кинетики этой
же реакции нами предположено, что наряду с конкурентным
ингибированием галактозой имеет место неконкурентное ин-
гибирование глюкозой С2]. У некоторых видов (Ь-галакто-
зидазы может наблюдаться активация субстратом C3J. Слож-
ная кинетика характерна ферментативному гидролизу саха-
розы. Полуэмпирическое описание этой реакции в ультрафиль-
трационной системе дано Бовским и др. С45. Кинетика этой
реакции обсуждена также в наших работах С5, 6], где пока-
зано,что продукты реакций - фруктоза и глюкоза - являются
конкурентным и неконкурентным ингибиторами соответствен-
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но, также ингибирует реакцию сахароза. Интересные резуль-
таты получены при исследовании гидролиза мальтозы с
йч-глюкозидазой [7] и определено значение константы инги-
бирования глюкозой.

В данной статье приводятся результаты исследования
интегральной кинетики в периодическом реакторе с перемеши-
ванием .двух реакций: гидролиза сахарозы с помощью р.-фрук-
тофуранозидазы (инвертазы) (КФ 3.2.1.26) и гидролиза маль-
тозы с помощью экзо-1,4-с*-глюкозидазы (глюкоамилазы)
(КФ 3.2.1.3) в следующих целях.

1) проверить возможность описания этих реакций пред-
ложенным ранее обобщенным кинетическим уравнением одно-
субстратных реакций [B, S3 (Интересно отметить также стрем-
ление других исследователей к обобщению кинетических урав-
нений, например НО]),

2) практически использовать один из вариантов пред-
ложенных нами статистических методов анализа полных кине-
тических кривых (уравнение (15) в [II]), полученных физи-
ко-химическими методами.

Материалы и методы

Гидролиз сахарозы проводился в 0,05-молярном ацетат-
ном буфере (pH 4,9) с помощью р,-фруктофуранозидазы(ин-
вертазы) Олайнского завода химических реактивов со стан-
дартной активностью 830-1170 мк-кат/г (50 ООО # 70 ООО Е/г),

Гидролиз мальтозы исследовался также в 0,05-молярных
растворах ацетатного буфера (pH 4,9), применяя экзо-1,4-
-ot-глюкозидазу (глшоамилазу) фирмы Reanal.

Интегральная кинетика исследовалась в периодических
реакторах с перемешиванием (в случае применения термохими-
ческого метода реактором служил калориметрический сосуд).

Кинетика ферментативного гидролиза сахарозы изуча-
лась двумя физико-химическими методами - термохимическим
и поляриметрическим методами, кинетика гидролиза мальтозы
- только последним методом. Схема калориметра с изотерми-
ческой оболочкой представлена на фиг. I. Калориметр со-
стоит из сосуда Дьюара емкостью 0,25 л, погруженного в
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водяной термостат. Калориметр
снабжен мешалкой, температура
реакционной смеси измерялась
термистором Михкельсона [l2].

Термистор, который при
20 °С имел температурный ко-
эффициент сопротивления
3,0 %/град и сопротивление
27 к<Г2, включали в мост по-
стоянного тока. Измерения про-
ведены по микроамперметру типа
Ф 116/2 (0-7,5 рА ), применив
метод неполной компенсации.

Методика расчета результа-
тов калориметрических опытов при-
ведена в нашем предыдущем сообще-
нии [l3]. Температурный коэффици-
ент скорости реакции гидролиза
сахарозы около 20 °С был равен
1,086 (определялся специальными
опытами). Суммарная поправка на

Фиг, 1.
Схема калориметра,
1 - мешалка, 2 - термистор,

3 - пробка, 4 - сосуд Дьюара,
5 - резиновая пробка, 6-по-
ролон, 7 - металлическая на-
грузка, 8 - трубка для ввода
реагентов.

температурный ход (в основном зависящая от теплообмена Добыч-
но не превышала 10 %от общего изменения температуры. Про-
должительность опытов составляла 1-4 часа.

Поляриметрические измерения проводились на поляримет-
ре Pol a mat А фирмы Carl Zeiss (ГДР) при .длине волны
578 нм в кюветах длиной I ,дм и 2 дм. Гидролиз мальтозы ис-
следовался при температурах 20, 35 и 50 °С, гидролиз саха-
розы - при 20 °С. За определенные промежутки времени из
реакционной смеси брали пробы в количестве 15 мл, прибав-
ляли .для инактивации фермента и ускорения мутаротации
0,1 мл I н раствора NaOH и проводили измерения угла вра-
щения. Показания прибора умножали на эмпирически найден-
ный коэффициент 0,957, чтобы получить величину угла враще-
ния при .длине волны 35 = 589 нм.

Из уравнения реакции

ДС + Н гo - MCI + МС2 (I)
(342) (18) (180) (180),
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где ДС - .дисахарид;
MCI - первый моносахарид;
MCZ - второй моносахарид,

вытекает, что из одного грамма .дисахарида образуется по
0,525 г обоих моносахаридов (в случае мальтозы образуется
2x0,525 = 1,05 г глюкозы). Поэтому для вычисления количе-
ства прореагировавшего субстрата (.дисахарида) в 100 мл,
обозначенного через х, применимо уравнение (2):

v КШ d-do
1

' <2)

где I - длина кюветы, .дм;
ol - угол вращения реакционной смеси;
d 0 - угол вращения исходного раствора (моносахариды

отсутствуют);

? П on 2.0w осмсО’ tct] D(MC2)7 w «АС) - удельное вращение при
длине 'волны D при 20 °С первого моносахарида, второго мо-
носахарида и дисахарида соответственно.

Исходная концентрация о o (г/ЮО мл) рассчитывалась по
величине о. O :

= (3 >

ЮО L J D(AC)

Б этом случае степень конверсии субстрата Х = на основе
уравнений (2) и (3) может быть найдена с помощью следующе-
го уравнения:

го
у _

d-a 0 М р(до~)
!4)

Как видно из уравнения (4), степень конверсии .дисахарида ли-
нейно зависит от угла вращения л , что было найдено ранее
при исследовании ферментативного гидролиза мальтозы при
30 °С 171.

В случае гидролиза мальтозы уравнение (4) упрощается:

У _
d-P-o JD(HQAbTQ3o)

'

|,«sи;мшаГ[<|№lТО„'
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Для равновесных смесей а- и IЬ-форм сахаров принта-
-2Q Iлись значения ГаЛ D , учитывающие слабую зависимость от

концентрации [l4].

Для математической обработки опытов применялись сле-
дующие экспериментальные данные: исходная степень кон-
версии субстрата Xj, степень конверсии субстрата Xg, исход-
ная концентрация субстрата LSI 0 ( NP и редуцированный про-
межуток времени Последний характеризует время, не-
обходимое для изменения степени конверсии от Xj до Х£ при
единичной концентрации фермента (I г/л), что позволяет
сравнивать между собой опыты, проведенные при различных
концентрациях фермента. AT peg вычислен умножением наблю-
даемого времени (промежутка времени) на концентрацию фермен-
та, (Предположена линейная зависимость скорости реакции от
концентрации фермента. В этом случае продолжительность ре-
акции обратно пропорциональна концентрации фермента).

Для опытов гидролиза мальтозы применялась величина
Xj = 0. Гидролизу сахарозы характерно аномальное протека-
ние реакции в начале опыта, обусловленное нестационарно-
стыо системы. Поэтому в данном случае принимали Хт равным
0,15 - 0,30.

Математическая обработка проведена по [II]
, довери-

тельные границы найденных величин вычислены по методике
[ls], используя доверительную вероятность 0,95. Целью
расчетов было нахождение шести коэффициентов aj...ag в
интегрированном кинетическом уравнении (см. уравнение(ls)
в [II]):

q<’~"S]
0

9 * q 2‘ [3]
+ a^ Y +

+ a s[s]
0
(X 2-X1)+q 6 [S] 0 (X2

2
-x")= -У .

(6)

X "“X 1Применялись два весовых коэффициента: -

2у- иу»
при использовании которых для умножения уравнения (6) по-
лучают свободные члены - (Хг— Х 4 ) и-1 соответственно.

Расчеты проводились на ЭВМ "Наири-2" по специальной,
составленной нами программе.
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Результаты и обсуждение

Калориметрические опыты ферментативного гидролиза са-
харозы приведены в диапазоне исходных концентраций субстра-
та 0,025-1,47 м. Для математической обработки применялись
результаты 10 опытов, проведенных при различных исходных
концентрациях сахарозы, из которых составляли 78 условных
уравнений типа (6) для системы уравнений, решаемой методом
наименьших квадратов.

Поляриметрический анализ реакционных смесей использо-
вался для опытов, проведенных в реакторе с перемешиванием
при CSD 0 0,025 - 0,8 М.

По этим данным составляли систему из 48 условных урав-
нений.

Фиг. 2. Гидролиз сахарозы при t = 20°С: изменение степени конверсии
в зависимости от времени ДГ \ экспериментальные точки,
расчетные кривые. реД

Фиг. 3. Гидролиз мальтозы при i = 35 °С: изменение степени конверсии
в зависимости от времени ДТ : экспериментальные тонки, расчет-
ные кривые. Р Д
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Ферментативный гидролиз мальтозы проводился при
CS] 0 0,017 - 0,434 М при температурах 20, 35 и 50 °С. Дан-

ные этих опытов служили основой для составления систем
уравнений из 37,55 и 50 условных уравнений соответственно.

Результаты опытов представлены на фиг. 2 и 3. На
этих фигурах экспериментальные точки могут быть сравнены
с расчетными кривыми, подученными использованием найденных
величин коэффициентов aj...3g в случае применения весового
коэффициента.

Результаты математической обработки эксперименталь-
ных данных приведены в таблице I. Единица коэффициента Qj=
=Vm равна кат/г, так как величина aj в данном случае
характеризует каталитическую активность при концентрации
фермента I г/л (величина дт: ред в уравнении (6) рассчита-
на в секундах именно при этой концентрации фермента).По-
этому численно величина aj показывает активность одного
грамма ферментного препарата в каталах в примененных ус-
ловиях.

Как видно из фиг. I и 2, расчетные кривые (уравне-
ние (6)) с использованием найденных значений коэффициен-
тов aj...ae хорошо согласуются с экспериментальными дан-
ными во всем использованном диапазоне концентраций суб-
страта.

На основе результатов статистической обработки экс-
периментальных данных можно в данном конкретном случае
заключить следующее:

а) из выбранных весовых коэффициентов можно реко-
мендовать величину дХ/Y . В этом случае минимизация квад-
ратов отклонений проводится в отношении дХ.

б) более узкие доверительные границы имеют коэффи-
циенты aj ( V m ) и а4, при 20 °С также а 2 (К т).

в) на основе величин а§ и ag не обоснован рас-
чет кинетических констант р, f ид (см. LII3) и кон-
стант ингибирования. Широкие доверительные границы могут
быть обусловлены несколькими причинами, в данной статье
не подвергаемых детальному анализу. Использование величин
8j....ag для нахождения значений истинных кинетических
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Таблица
I

Расчетные
коэффициенты

уравнения(6)
для

ферментативного
гидролиза
дисахаридов

Характеристика
Исп.
ве- совойкоэффи- циент

Остаточная
Значения

коэффициентов

и

условия опытов

дисперсия а
т

,кат/г
а2
.

М

as-
rI

а4

а5
.

Г
1

аб
,

ГГ
1

хЮ
ь

х
Ю
3

’

Гидролиз
сахарозы

(i-

фруктофуранози-
ДХ

дазой,
20

°С,

0,09368
450
+103
19,5

+5,3
1,56

+0,42
-1,37
+

0,580
+

0,865
+

pH

4,9

У

+0,10
"

+0,499
+1,145
“

Термохимический метод
исследо-

вания

1 У

0,7311
508
+166
23,5
+10,2
1,86

+1,14
-1,45
+

+0,25
0,691
+

+0,962
0,988
+

+2,380
”

Гидролиз
сахарозы

ДХ У

[>,-фр^кто^у^анози-
0,1325
472
+

87

16,2
+4,4
1,02

+0,51
-1,40
+

1,77
+

0,86
+

pH

4,9

*0,12
±1,52

,±1,26

Гидролиз
мальтозы ЭКЗО-1,4-(*-ГЛЮКО-зидазой(гликоами-лазой)

pH
4,
9.По-ляриметрический метод

доследования
0,01889
I
.29
+0.14
0.4433
+

0,530
+

-0,924
+

3,55
+

-2,72
+

У

+1,15
”

+1,57
"

+0,105
“

+1,53
“

+3,53
~

б)
35

°С

дХ

0,02578
5
.48
+0.32
0.489
+

0,156
+

-0,865
+

-0,203
+

0,553
+

У

+0,672“
+0,403
-

+0,054
“

+0,449
“

+0,986
"

в)
50

°С

ДХ

0,02625
14
,3
+1,1
0

+1,04
0,148
+

,

-0,895
+

0,368
+

0+0,661

У

+0,305
“

+0,063
'

+0,446
"
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констант будет рассмотрено в следующих сообщениях данной
серии. Очевидно, дополнительная информация из других кине-
тических опытов (например, нахождение величин Vm и К т
из специальных опытов) может значительно способствовать
резкому уменьшению средней квадратической ошибки значений
.других коэффициентов.

В данной статье подтверждена целесообразность приме-
нения .двух; физико-химических методов для исследования фер-
ментативного гидролиза дисахаридов и доказана применимость
предложенного ранее математического метода обработки пол-
ных кинетических кривых. Цифровые значения найденных коэф-
фициентов могут быть, в первую очередь, применены как
полуэмпирические, позволяющие использовать уравнение (6)
для количественного описания ферментативного гидролиза в
широком .диапазоне исходных концентраций субстрата.
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A. Menert M. Ruse E. Siimer

The Kinetics of One-substrate Enzymatic Reactions IV

Investigation of the Hydrolysis of Disaccharides

Summary

The integral kinetics of the enzymatic hydrolysis of
sucrose and maltose has been studied using native (i-fruc-

tofuranosidase (3.2,1.26) and exo-1,4-glucosidase
(glucoamylase) (3.2,1.3). The kinetic curves have been ob-
tained by thermochemical and polarimetric methods. From
the experimental data the values of the kinetic coeffi-
cients in the kinetic equation have been calculated.
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КИНЕТИКА ОДНОСУБСТРАТНЫХ ФЕРМЕНТАТИВНЫХ РЕАКЦИЙ

Сообщение У
Стационарная кинетика в проточных реакторах
с перемешиванием

Проточные реакторы с перемешиванием (ПРИ) находят час-
тое применение при исследовании ферментативных реакций. Об-
щие закономерности кинетики реакций в открытых системах из-
вестны ранее СП. ПРП называют также реакторами идеального
перемешивания, если учитывать, что в любой момент времени
обеспечивается однородный по всему объему реактора состав
продуктов реакции (и субстратов). Современные результаты
исследования кинетики действия ферментов в открытых систе-
мах приведены в монографии И.В. Березина и С.Д. Варфоломе-
ева С2l. Согласно авторам книги проточный безградиентный
реактор (проточный реактор идеального перемешивания) пред-
ставляет бобой замкнутый объем, содержащий фермент, в ко-
торый с постоянной скоростью подается раствор субстрата и
отводится раствор продукта и непрореагировавшего субстрата.
В этой работе рассматривается также вариант импульсного вве-
дения субстрата.

Работа ПРП может быть изучена в стационарном или не-
стационарном режиме. Большинство опубликованных работ по-
священо исследованию стационарного состояния в ПРП. Гидро-
лиз сахарозы с помощью растворимой ji -фруктофуранозидазы
исследовался в ультрафильтрационной системе С33, что сви-
детельствует о возможности достигать интересных результа-
тов при использовании мембранных реакторов. Чаще всего ПРП
применяются для исследования кинетики реакций, катализи-
руемых иммобилизованными ферментами [4]. В этом случае ре-
акторы могут работать или в диффузионном или в кинетическом
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режиме. Если диффузионный массоперенос играет значительную
роль, то ПРП могут иметь явные преимущества перед колоноч-
ными реакторами (реакторами с вытеснением). Часто ПРП для
иммобилизованных ферментов могут быть использованы в ки-
нетическом режиме. В этом случае открывается возможность
исследования ПРП как одного из кинетических типов реакто-
ров, и для описания кинетики реакций могут быть использо-
ваны обычные кинетические уравнения (например, уравнение
Михаэлиса). Следует учитывать, что в этом случае найден-
ные кинетические параметры не соответствуют истинной ки-
нетике фермента, а характеризуют т.н. эффективную кинетику
гетерогенного катализатора.

В данном сообщении рассматривается стационарная кине-
тика в ПРП на основе обобщенного кинетического уравнения
для односубстратных реакций. В качестве катализатора могут
быть применены растворимый фермент в мембранном реакторе,
а иммобилизованный фермент в любом реакторе типа ПРП. При
этом имеется в виду, что ферментативные реакции протека-
ют в кинетическом режиме.

Материальный баланс ПРП в стационарном режиме

В стационарном режиме ПРП концентрации субстрата и
продуктов имеют постоянные (стационарные) величины. Если
пренебрегать инактивацией фермента и возможными механиче-
скими потерями его, то скорость ферментативной реакции бу-
дет иметь некоторую постоянную стационарную величину, обо-
значаемую через v st (кат/м3 ).

Если объем жидкости (раствора субстрата) в реакторе
равен V См 3), объемная скорость протока жидкости - с},(м3/с)
исходная концентрация субстрата [$1 0 Смоль/м3 ) и если ис-
ходную и стационарную степени конверсии обозначить через Х 0
и X 4t соответственно, то нетрудно составить уравнение ма-
териального баланса ПРП. В стационарном режиме, очевидно,
количество образующегося в ходе ферментативной реакции про-
дукта (моль/с) равно произведению Такое же количество
продукта отводится из реактора. Следовательно,
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Стационарная скорость vst может быть описана в прин-
ципе любым кинетическим уравнением или его модификацией,
если это уравнение соответствует конкретной схеме и меха-
низму реакций в ПРП. Чаще всего применяется уравнение Ми-
хаэлиса-Ментен, мы рекомендуем для многих односубстратных
реакций более обобщенное кинетическое уравнение, учитываю-
щее ингибирование продуктами и субстратом [s].

При условиях [5J
0 = const (например, работа ПРП иссле-

дуется при постоянной исходной концентрации субстрата),
варьируя концентрацию фермента или объемную скорость ,

описывается уравнением

Vt = —4( v Ч* (кат/мг).а + bx st +cx s\
Обозначая

R = ...

V
C^[S]o 1 моль' - СЗ)

На основе уравнений CD и С2) может быть получено следую-
щее С в отношении X кубическое) уравнение, описывающее
стационарный режим в ПРП:

+ bX st(XS|.- Хo)+(а + RVm )xst-(aX O+RVm) = О
(4)

Очевидно, все члены в уравнении С4) являются бездименсион-
ными. В частном случае, если Х о=o, уравнение С4) упрощает-
ся:

сХ s
*+ bXl

st +(a +RV m )xst -HVm= 0. f5)
Так как данное кубическое уравнение может в принципе

иметь три реальных решения (O<Х литературе аналд-
гичные проблемы обсуждались неоднократно. Наличие трех Сиз
них два нестабильные) стационарных состояний возможно в-
случае ингибирования субстратом С.6]. По всей вероятности,
если такое ингибирование сопровождается ингибированием про-
дуктами, наличие нескольких стационарных состояний невоз-
можно .

В более общем случае, если для исследования ПРП при-
меняются различные исходные концентрации субстрата, коэф-
фициенты a , Ь и с придется рассматривать как функции от
[S]

Q и уравнения С2) и (4) соответственно модифицируются.



Во П сообщении (см. уравнения Сl9)-(24) в [VJ ) был рассмот-
рен нами вопрос практического определения всех шести кине-
тических параметров из экспериментальных данных, полученных
с помощью ПРП.

Кинетика реакции в каскаде соединенных
последовательно проточных реакторов
с перемешиванием

Схема каскада ПРП приведена на фиг. I.
В первый реактор Р, подает-

ся раствор субстрата с концентраци-
ей LS]

0 , со степенью конверсии Х O .

Объем жидкости в реакторе V, • ве-
личина максимальной скорости, ха-
рактеризующая концентрацию фермен-
та, Vm (i). В стационарном состоянии
достигается степень конверсии

Xst(o* Соответствующий по составу
этой величине раствор подается в
реактор Р2 - Соответствующие ве-
личины в реакторе P-L равны V[ ,

, соответственно.
Конечно, в простейшем случае могут
быть последовательно соединены
одинаковые по размерам реакторы,
с равным объемом субстрата в
каждом, а также может ферментатив-
ная активность быть распределена
равномерно ( величина для
всех реакторов одинаковая).

Материальный баланс любого

Фиг. 1. Схема каскада из после-
довательно соединенных
проточных реакторов с
перемешиванием.

реактора может быть состав-
лен аналогично уравнению (I) с
учетом уравнения (2):

1 (6)
\/

“ X _г, ГСП rv . . У . ЛV;;* -~i 0 l A s^(t) Ac,tU-0' >

Q + ,3)4t(l)+C *st(i.)

откуда
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_i_rifv
_

у %
V m(l)'Vi,o -

_ n+aCX s‘W °- (7)

Для вычисления величины степени конверсии суб-
страта при выходе из каскада X st(ro и других величин
следует составить систему уравнений С7) и решать их после-
довательно, начиная с первого реактора. Такой, относитель-
но неудобный метод должен быть применен при решении раз-
личных интересных проблем с применением каскада ПРП (на-
пример, проблемы оптимального распределения фермента между
реакторами с целью достижения максимальной производительно-
сти каскада).

Сравнение эффективности реакторов двух
кинетических типов

Существует два основного кинетического типа фермента-
тивных реакторов.

Один из них - проточный реактор с перемешиванием.
Второй - проточный реактор с (идеальным) вытеснением.

К этому типу относится также периодический реактор с пере-
мешиванием (не учитывая периодов загрузки и выгрузки реак-
тора).

Для сравнения эффективности реакторов предположим, что
проточный реактор с вытеснением и периодический реактор с
перемешиванием работают также в кинетическом режиме. (На
практике для колонок с иммобилизованным ферментом часто
характерно переходное к диффузионному состояние, что со-
здает предпосылки для предпочтения реакторов других типов).
В данном сообщении вопрос эффективности каскада ПРП не
рассматривается. Можно лишь отметить, что при увеличении
количества реакторов в каскаде последний по эффективности
приближается к проточному реактору с вытеснением. Коротко
рассматривались нами проблемы эффективности реакторов с
конкретным примером уже ранее CBJ.
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Было проведено сравнение эффективности реакторов двух
типов при постоянной и равной исходной концентрации субст-
рата CS] 0 - Сравнивали также скорость ферментативной реак-
ции в единице объема реактора при равных концентрациях фер-
мента (величина V m в обоих реакторах равная).

Интегрированное уравнение скорости для проточного ре-
актора с вытеснением и периодического реактора с перемеши-
ванием приведено ранее LB3:

£ ]о
= ~(о + Ь +с)- In -( b +с) (X-Xq)- -у (X- X Q

)
, (В''

где х - время контакта (для реактора с вытеснением равно
соотношению объема жидкости в реакторе V к объ-
емной скорости );

Xq исходная степень конверсии субстрата;
X - конечная степень конверсии субстрата.

Продуктивность реактора П, 7 очевидно, равна

П СБЗр( X Хр) (д ■)
<" г

или Iсм. уравнения и С9))

п =

Уп,а-х0)
< 10)

’ [Ча +Ь^Нп^-(Ь+сХХ-Х0)--|(Хг-)ф]
’

Продуктивность ПРП П г равна стационарной скорости
Сем. уравнение (2 )):

П =

~ Xst)
2 а + + о X*t

’

СП)

Относительная эффективность реакторов может быть вы-
ражена соотношением продуктивностей

Hi _

(X-X 0)(ci + bX=,t+
П * (1 -jy[-(a+b +cV Ln b+c)(X- X,) -|( X - Хг

0 )]
(I2 '

или принимая

m, =l- и т г = -|- ,
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П 1
_

(Х-Х 0)(1 +m<X st+m2X st)
г

П2
I+m 2XX-Xo')- ,^(x-Xo)]1 Aq

Эффективность реакторов целесообразно обычно сравни-
вать при равных превращениях субстрата В. частном
случае при Х о=o получаем

ГЦ
=

ХО + гг^Х-нпгХ7 )

П 2 (1-X)[-(1+m 1 +m 2)ln(l-X)-(m1 +m2)X-^Xi ]
’

Настоящее сообщение не содержит экспериментальных ма-
териалов. В последних публикациях мы коснулись некоторых
вопросов, связанных с материалом настоящей статьи. Так,
например, продуктивность реакторов двух типов рассматрива-
лась как один из объектов экономико-кинетической оптимиза-
ции Г9], а результаты исследования кинетики ферментативно-
го гидролиза лактозы в ПРП доложены на всесоюзном симпозиу-
ме СЮ]. Более детально результаты различных исследований,
связанных с применением ПРП, будут рассмотрены в дальнейших
сообщениях данной серии.

Выводы
1. На базе обобщенного кинетического уравнения и мате-

риального баланса выведено кинетическое описание фермента-
тивной реакции в проточном реакторе с перемешиванием (ПРП)
и каскаде ПРП.

2. Приведены уравнения для сравнения эффективности (про
дуктивности) реакторов двух кинетических типов.
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E. Siimer

The Kinetics of One-substrate Enzymatic Reactions V

The Steady State Kinetics in Continuous Stirred
Tank Reactors

Summary

On the basis of the generalized rate equation and
the material balance , kinetic equations have been derived
to describe the kinetics in continuous stirred tank react-
ors (GSTR) and in the battery of GSTR in the case of the
kinetic regime. The productivities for two types of react-
ors (GSTR and plug flow) have been compared and the ratio
expressed as the relative efficiency. The appropriate for-
mulae for describing the GSTR relative efficiency have
been derived.
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Введение

Целесообразность внедрения разрабатываемых процессов
обработки молочной сыворотки с помощью иммобилизованных фер-
ментов будет во многом определена их экономической эффек-
тивностью. По литературным данным проблема мало изучена [I-
3]. Учитывая, что мы имеем дело со сравнительно дешевым ма-
териалом (стоимость I т молочной сыворотки 3 рубля), дости-
жение экономической эффективности требует комплексной раз-
работки получения и применения иммобилизованной -галакто-
зидазы.

Целью настоящей работы являлось изучение зависимости
экономической эффективности процесса гидролиза лактозы от
условий проведения его, т.е. от технологических параметров
гидролиза, от стоимости материалов, оборудования и эксплуа-
тации и расчет лимитирующих показателей процесса. Для опти-

мизации условий проведения гидролиза использована математи-
ческая модель экономической эффективности процесса, пред-
ложенная одним из авторов ранее [4].

Методы расчета

Экономическая эффективность процесса (Е р) рассчитыва-
лась по уравнению (I) как соотношение стоимости продукта
ССр ) и эксплуатации (C t) (см. С4П):
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г Рр‘ Д 0 ( A s )-Y (S 0 , X F ,T, т)
Р

~

Ps A0(+ C s (A s') + C R .r
'

С помощью основной программы (см. СИЛ) проведено цикличе-
ское изменение вышеописанных переменных и для каждого ва-
рианта выполнен расчет значений Е р по ур. (I) для реакто-
ров двух типов.

При расчете лимитирующих показателей процесса в ос-
новную программу введено изменение: вместо значений Е р вы-
числено удорожание молочной сыворотки вследствие обработки
её иммобилизованной (?> -галактозидазой. Для расчета коэффи-
циента удорожания применено ур. (I) в следующей модифици-
рованной форме:

К Ps* A d(AsVY(S 0,X F ,T,r ) -f Cg(Ac) +Cr v
Ps A 0-(A,VY(S 0,X f ,T,t)

Следует подчеркнуть, что уравнение С2) не содержит в явном
виде степени конверсии X F и поэтому монотонно увели-
чивается с повышением XF . По уравнению (2) невозможно про-
вести оптимизацию по Х Р ,и эта величина должна быть опреде-
лена на минимальном уровне, допускаемом техническими требо-
ваниями.

Все расчеты проведены на ЭВМ ЕС-1022 с помощью состав-
ленной нами программы.

Исходные данные для расчета

При расчете пользовались результатами эксперименталь-
ных данных,проведенных нами С5, 6J, а также приблизительны-
ми оценками экономических показателей,При этом предполагали,
что общий объем реакторов гидролиза в опытно-технологическом
процессе 2 м3

. Значения характерных показателей, принятых
при расчете эффективности процесса, представлены в табл. I.

Значения констант скорости инактивации ИГ, К,,, К м и
приведенная энергия активации ферментативной реакции (Н,) и
реакции инактивации (Н г) рассчитаны на основе результатов
многочисленных лабораторных и полупромышленных опытов гид-
ролиза лактозы в реакторах различного типа. Значение эмпи-
рической постоянной Н 3 определено по экспериментальным дан-
ным на основе вычисления температурной зависимости реакции
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Таблица I
Значения характерных показателей, принятых при
расчете эффективности процесса

Показатель Обо-
зна-
чение

Размер-
ность Значение

Константа скорости энзимати-
ческой инактивации при стан-
дартных условиях

к* ч-1 0,000053

Константа скорости механиче-
ской инактивации

*н 0,0005

Приведенная энергия актива-
ции ферментативной реакции

Hi V 5800

Приведенная энергия актива-
ции реакции энзиматической
инактивации

н г °К 20 ООО

Эмпирическая постоянная Ч V’ 0,12
Эмпирическая постоянная А„ моль/ч 1400
Эмпирическая постоянная Ас моль/ч 2200
Кинетические коэффициенты а, м 0,012
Кинетические коэффициенты 5 г м' 1 0,92
Кинетические коэффициенты Ч безразм. 2,087
Кинетические коэффициенты Ч М

н 29,60
Кинетические коэффициенты Ч м"1 -30,52
Цена субстрата Ps руб./моль 0,0244
Цена продукта Рр руб,/моль 0,122
Цена ед. активности натив-
ного фермента

Р Е руб 3,13

Стоимость иммобилизации ч руб. II900
Стоимость эксплуатации
реакторов

Ч РУб./ч 4



28

гидролиза по уравнению (14) CI3. Значения А м и А с рассчи-
таны из данных зависимости активности препарата ИГ от коли-
чества использованного нативного фермента A s, т.е. А м опре-
деляет максимально возможную суммарную активность ИГ в экс-
плуатационных реакторах. Значения коэффициентов .... 5 S

(см. CIJ ), характеризующих кинетику процесса гидролиза,рас-
считаны из данных зависимости относительной скорости реак-
ции от степени конверсии при различных исходных концентра-
циях субстрата С5l. Цена исходного субстрата (молочной сы-
воротки) - Ps - определена по действующим прейскурантам. Ц-
ена вырабатываемого продукта (Р р) оценивалась ориентировоч-
но,учитывая литературные данные. Значения Ps и Рр выражены
в рублях на моль лактозы, что необходимо для связывания ки-
нетических данных с экономическими показателями. Цена еди-
ницы активности нативного фермента (РЕ

) определена на осно-
ве предварительной калькуляции, составленной в ВНИГИАФ.
Приблизительные значения стоимости иммобилизации (С,) и сто-
имости эксплуатации реакторов (C R) определены на основе дан-
ных, полученных при испытании полупромышленных реакторов
гидролиза в лабораториях ТПИ и на Таллинском комбинате мо-
лочных продуктов. Параметром C R обозначены расходы на за-
работную плату со всеми начислениями, на энергию, на амор-
тизацию оборудования и косвенные расходы. При расчете зна-
чений С 1 учтено все количество катализатора (ИГ), загру-
жаемое в реактор. При изучении зависимости экономической
эффективности процесса от стоимости иммобилизации и стои-
мости эксплуатации реакторов значения С

( и Са варьировали
в пределах от 3000 до 18000 рублей и соответственно от
I до 32 руб./ч.

Оптимизация условий гидролиза

Для оптимизации условий гидролиза лактозы выявлены
зависимости эффективности процесса от начальной концентра-
ции субстрата [5o], температуры проведения реакции (Т) и
требуемой степени конверсии лактозы (X F ),a также от исход-
ного количества активности нативной jb-галактозидазы (A s),

вводимого в реактор для получения ИГ. Так как значение pH
молочной сыворотки совпадает с pH-оптимумом активности и
стабильности ИГ, то его pH как влияющий на значение Е р па-
раметр в расчетах не учитывается. Характерные зависимости
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Е р от Т, X F ,
[S0

] и A s представлены на фиг. 1-4. На
основе результатов вычислений можно сделать следующие выво-
ды:

I. Глубокая степень гидролиза лактозы в сыворотке мо-
лока экономически не оправдана. В зависимости от применяе-
мого типа реактора и условий проведения процесса оптималь-
ная конверсия находится в пределах 0,25-0,5. При повышении

X F выше 0,6 эффективность процесса резко падает. Такая оп-
тимальная конверсия характерна для процессов с применением
дешевого субстрата, в частности, для ферментативных реакций,
в которых сильное ингибирование продуктами реакции ведет к
резкому уменьшению скорости реакции в результате накопления
продуктов в обрабатываемом растворе.

Фиг. 1. Экономическая эффективность процесса (Ер) в зависимости от сте-
пени конверсии лактозы (X).
Условия проведения процесса: t=4o , L5]

0
= 0,12 М,

гидролиз в реакторе с перемешиванием
о - при Р Е

= 0,783, CR = 2,0 A s = 4000
•- Е р при Р Е

= 3,13 C R
= 4,0 = 4000

в- Е р при Р Е
= 0.783 С„= 2,0 As = 600

в-Ер при Р Е
= 3,13 C R

= 4,0 АЕ = 600
гидролиз в проточном реакторе

э- Е р при Ре = 0,783 C R
= 2,0

с-Ерпри РЕ = 3,13 C R
= 4,0.



Фиг. 2. Экономическая эффектив-
ность процесса (Ер) в
зависимости от темпера-
туры гидролиза лактозы,

реактор с перемешиванием
• -Ерпри Р Е

= 1,57 C R 2.0
о-Ерпри Р Е

= 3,13 C R
= 4,0

проточный реактор
О-Ер при Р Е = 1,57 CR = 2,0
С-ЕрПри Р Е

= 3,13 C R
= 4,0<

Фиг. 3. Экономическая эффектив-
ность процесса (Е р ) в
зависимости от начальной
концентрации лактозы в
молочной сыворотке [S]

0 •

Условия проведения про-
цесса: i = 40

A s = 4000 моль/ч

э -*F
= 0,3, о - = 0,5,

О - XF
= 0,7 (реактор с пе-

ремешиванием )

® = 0,3, в -XF
= 0,5,

<8 X F
= 0,7 (проточный

реактор).

2. При принятых экономических показателях оптимальная
температура процесса лежит в области, близкой к4O °С. Эта
температура может быть рекомендована для проведения техно-
логического процесса в случае обеспечения стерилизации ре-
акторов.

3. Эффективность процесса монотонно уменьшается при
повышении концентрации субстрата. Следовательно, концентри-
рование молочной сыворотки до ее обработки препаратом ИГ
себя не оправдывает. Гидролиз лактозы следует проводить в
исходной сыворотке, а концентрирование ее осуществлять пос-
ле гидролиза.

4. Эффективность процесса резко зависит от общей ак-
тивности катализатора, загружаемого в реактор. Оптимальной
загрузкой нативного фермента следует считать 2000 моль/ч на
I м3 реакционной смеси, т.е. перечисленные на г сухого ка-
тализатора свыше 434 Е. Эта величина действительна при раз-
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работанной нами методике
иммобилизации и может
существенно меняться при
переходе к другим методам
получения катализатора.

Расчет лимитирующих
показателей

Гидролизованную молочную
сыворотку, полученную при
обработке творожной или
подсырной сыворотки с по-
мощью р. -галактозидазы,
целесообразно применять в
сгущенном виде в пищевой
промышленности. Лимитирую-
щим фактором эффективности
производства этого продук-
та следует считать удоро-
жание молочной сыворотки
в ходе гидролиза, т.е.
на остальных технологиче-
ских этапах (сепарирование,
сгущение и т.д.), различая

Фиг, 4,

Экономическая эффективность процесса
(Ер) в зависимости от исходной актив-
ности нативной (i- галактозидазы, за-
гружаемой в реактор (A s )- Условия
проведения процесса:
t = 40°, CSD0

= 0,12 М, = 0,5.
О-Ерпри гидролизе в реакторе с пере-

мешиванием; в —Ер при гидролизе в про-
точном реакторе.

по сравнению с производством сгущенной негидролиэованной
сыворотки не имеется. Сравнивая себестоимость сгущенной
гидролизованной молочной сыворотки, рассчитанную в ВНИИМС,
со себестоимостью сгущенной негидролизованной сыворотки
и считая расходы на энергию, топливо, зарплату и сырье
равными, получаем удорожание молочной сыворотки в про-
цессе гидролиза до 5,2 раза, в случае творожной сыворотки
идо 6,3 раза в случае подсырной сыворотки. Применение
иммобилизованного фермента целесообразно при получении в
процессе дополнительного экономического эффекта, т.е. при
удорожании молочной сыворотки меньше чем в 5,2 раза в слу-
чае творожной сыворотки и меньше чем в 6,3 раза в случае
подсырной сыворотки. Исходя из вышеописанного
расчет лимитирующих показателей гидролиза молочной сыво-
ротки с помощью иммобилизованной jb -галактозидазы. Лими-
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Фиг. 5. Удорожание молочной сыворотки в г-ависимости от цены нативного

фермента (Р Е) и стоимости эксплуатации при гидролизе лак-

тозы иммобилизованной ji -галактозидазой.
Условия гидролиза: X = 0,5, t = 40, As = 4000 моль/ч,реак-
тор с перемешиванием.
Удорожание: 1- в три раза, 2- в четыре раза, 3- в пять раз,
4 - в шесть раз, 5 в семь раз,

= 10 000 руб., = 6000 руб.

Фиг. 6. Удорожание молочной сыворотки в зависимости от стоимости экс-
плуатации (C

R ) и иммобилизации при гидролизе лактозы
иммобилизованной jb -галактозидазой.
Условия гидролиза: X = 0,5, t = 40°, Ас,= 4000 моль/ч ?

реактор с перемешиванием.
Удорожание: 1 - в три с половиной раза, 2 - в четыре раза,
3 - в четыре с половиной раза, 4 - в пять раз.
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тирующими показателями процесса следует считать цену натив-
ного фермента (РЕ), стоимости иммобилизации(Си расходов на
эксплуатацию (C R

)- Для оценки влияния этих показателей на
экономическую эффективность процесса вычислено удорожание
молочной сыворотки при обработке иммобилизованной (?> -галак-
тозидазой в реакторах двух типов в зависимости от значений

Р Е , С, и OR.0 R . Расчеты проведены при оптимальных значениях
технологических параметров процесса, т.е. при температуре
гидролиза 40 °С, начальной концентрации лактозы 0,120 М и
исходной активности ферментного препарата 4000 молей в час,
соблюдены технологически характерные степени конверсии лак-
тозы XF = 0,3, 0,5 и 0,7. Характерные данные расчетов пред-
ставлены на фиг. 5-7, Расчеты показали, что удорожание МС
при постоянных расходах на эксплуатацию больше зависит от
стоимости иммобилизации, чем от цены нативного фермента.

Фиг. 7. Удорожание молочной сыворотки в зависимости от стоимости
иммобилизованной [*>-галактозидазы (С,)
Условия гидролиза: t = 40, А$ = 4000 моль/ч ,

реактор с перемешиванием,
. Р Е

= 3,0 руб., с -C R = 2,0, »- C R = 4,0, •- C R
= 6,0.

При повышении расходов эксплуатации в два раза расходы на
иммобилизацию или цена нативного ферьента должны уменьшать-
ся соответственно в 1,5 и 1,2 раза, чтобы удорожание МС при
гидролизе 50 % лактозы осталось постоянным,При увеличении
требуемой степени конверсии МС зависимость удорожания ее от
роста экономических показателей увеличивается Сфиг. 7). Так,
например, при увеличении степени конверсии лактозы в МС от
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0,5 до 0,7 удорожание МС в ходе гидролиза повышается в
1,5 раза.

При выбранных нами исходных данных Сем. табл. I),где
Р Е = 3,13, С 1 = 11900 иCR = 4,0 (а также при повышении
C R до 6,0 и значении = 10000, т.е. при значениях C R

и Qj v полученных из расчетов опытно-промышленной установки
барботажного типа с производительностью 3 т/ч), удорожа-
ние молочной сыворотки приблизительно в 4,5 раза, что при
производстве дает экономию приблизительно 210 тысяч руб-
лей в год. Этим доказывается, что при тщательной оптими-
зации процесса можно при переходе от нативного к иммоби-
лизованному ферменту добиться заметного экономического эф-
фекта.
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A. Köstner K. Pappel

Calculation of Efficiency for the Processes in

Enzyme Engineering II

Oalculation of Efficiency for the Process of
Lactose Hydrolysis

Summary

The computer program for calculation of economic ef-
ficiency on the basis of combined kinetic-economic equation
described in the previous paper has been used for optimi-
zing the process of lactose with the help of immobilized

jb -galactosidase. Estimating the necessary economic and
kinetic characteristics the optimum values for temperature,
degree of conversion, substrate concentration and total ac-
tivity have been found.

After modification of the basic equation and defining
the limit price for hydrolyzed whey limiting values for
basic economic characteristics have been calculated.
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№ 510
TALLINNA POL tITEHNILISE INSTITUUDI TOIMETISED

ТРУДЫ ТАЛЛИНСКОГО ПОЛИТЕХНИЧЕСКОГО ИНСТИТУТА
УДК 577.15.07(087.8)

А.Х. Калда Л.И. Воробьева

ИММОБИЛИЗАЦИЯ КЛЕТОК МИКРООРГАНИЗМОВ
С АСПАРТАЗНОЙ АКТИВНОСТЬЮ.II.

Иммобилизация клеток Escherichia coli

L -аспарагиновая кислота широко употребляется в ка-
честве добавки к продуктам пищевого и медицинского назна-
чения. В промышленности ее производят методом ферментации
или с помощью энзимов из фумарата аммония по следующей ре-
акции:

HOOC-GH = CH-COOH + NH 3 НOOС-СН 2-СН -COOh
I

фумаровая кислота эспартэза NH 2
(К Ф 4.3. 1.1) L -аспарагиновая кислота

Эта реакция прово.дится циклическим процессом, но бо-
лее перспективным в производственном масштабе является не-
прерывный процесс в колонке с иммобилизованными клетками
микроорганизмов, продуцентов аспартазы, так как выделенная
внутриклеточная аспартаза по большей части нестабильная,
инактивируясь в ходе иммобилизации [ID.

Самыми распространенными продуцентами аспартазы яв-
ляются разные штаммы Escherichia coli [2D. Целью настоя-
щей работы являлось изучение аспартазной активности штам-
мов Е. coli КиК 12 в виде свободных и иммобилизован-
ных в полиакриламидном геле клеток и определение стабиль-
ности полученных препаратов, а также установление некото-
рых свойств биомассы, необходимых .для приготовления хоро-
ших производственных катализаторов.

Материалы и методы
Культуру Е. coli К получили с кафедры микробиоло-

гии МГУ. Биомассу гыращивали в колбах на качалке при тем-
пературе 37 °С в течение 24 часов в среде следующего со-



става, %: кукурузный экстракт -2; фумарат аммония -3;
двухзамещенный фосфат калия - 0,2; сульфат магния - 0,05;
карбонат кальция - 0 t 05; pH среда 7,0. Клетки выделили из
культуральной среда путем отцентрифугирования и включили
в 10 %-шй полиакриламидный гель. Биомассу E.coli К 12 по-
лучили из Рижского завода "Биохимреактив".

Для иммобилизации приготовили полимеризационную
смесь следующего состава: I г биомассы; 300 мг натриевой
соли L -аспарагиновой кислоты; 3 мл фосфатного буфера (pH
8,5; 0,05 М); Iмл 50-процентного раствора акриламида и

М.м'-ыетиленбисакриламида в отношении 9:1; 0,16 мл 50-
процентного раствора N,N,NI,N -тетраэтилметилендиамина. По-
лимеризацию полиакриламидного геля (ПААТ) в присутствии
клеток E.coli с аспартазной активностью проводили в
ледяной бане. Блок геля раздробили через сито (0,6 мм) и
несколько раз промывали водопроводной водой. В некоторых
опытах в процессе полимеризации дополнительно прибавляли
сшивающий реагент глутаровый альдегид. В опытах . выясне-
ния качества препарата в зависимости от свойств биомассы
полимеризацию проводили в порах органического материала[3].
Так называемый армированный гель обладает довольно хороши-
ми механическими и каталитическими свойствами.

Аспартазнуго активность биомассы и готового препарата
определяли по ранее опубликованным методам на I М фумарата
аммония при 37 °0 (pH 8,5) спектрофотометрическим опреде-
лением непрореагировавшей фумаровой' кислоты Г43. Активность
выражают в мк молях в мин на грамм препарата мк моль/мин г.
Стабильность препаратов изучали путем инкубации им-
мобилизованного биокатализатора при 40 °С в субстрате или
при непрерывной работе в колонке.

Результаты и обсуждение

Исследовали аспартазнуго активность клеток Е. coli К
и К 12. В первую очередь была определена зависимость аспар-
тазной активности обоих штатов E.coli от времени инкуба-
ции в I-молярном растворе фумарата аммония при 40 °С. Им-
мобилизация клеток проведена без сшивающего реагента и с
добавлением глутарового альдегида. Две активные альдегид-
ные группы глутаральдегида на обоих концах молекулы реа-
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гируют со всевозможными органическими функциональными груп-
пами, имеющимися в бактериях. Данная реакция приводит к
полной дезорганизации построения клеток СSЛ.

Фиг. 1. Аспартазная активность
свободных и иммобили-
зованных в ПААГ клеток
Е. COI 1К в зависимости

от времени инкубации в
субстрате при 40 С.
® - активность биомассы,
• - иммобилизация прове-

дена без сшивающего
реагента,

О - иммобилизация прове-
дена с добавлением
глутарового альдегида.

Фиг. 2. Аспартазная активность
свободных и иммобили-
зованных в ПААГ клеток
E-coli К 12 в зависимости
от времени инкубации в
субстрате при 40 С,
® - активность биомассы,
• - иммобилизация про-

ведена без сшиваю-
щего реагента,

О - иммобилизация про-
ведена с добавлением

глутарового альдеги-
да.

Из проведенных опытов выясняется, что аспартазная ак-
тивность обоих штаммов (А&) удовлетворительная, увеличива-
ясь постепенно наверно ввиду автолиза клеток микроорганиз-
мов и достигая до 325 Е/г у Е- coli К и 729 Е/г у Е. coli
К 12, после чего быстро снижается по-видимому вследствие
инактивации фермента, так как поврежденные лизисом кле-
точные стенки плохо защищают фермент от термических воз-
действий (см. фиг. I, 2). Кривые, предъявляемые на фигу-
рах, показывают, что активность всех препаратов (А и ) в
начале работы резко повышается. Такое повышение активности
фермента, локализованного в иммобилизованных микроорганиз-
мах, объясняется автолизом клеток С6l. Препараты, включен-
ные в ПААТ без сшивающего реагента, быстро инактивируют в
ходе работы наверно потому, что фрагменты разрушенных кле-
ток дифун.дируют из геля, вследствие чего материал утратит
каталитическую способность. Параллельно с названным про-
цессом возможна термическая инактивация фермента. Препа-
раты, при иммобилизации которых добавляли глутаровый аль-
дегид, сохраняют реакционноспособность на долгое время.Из
литературы известно, что клеточные стенки, обработанные
глутаровым альдегидом, становятся более прочными к воз-
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действию лизиса. В то же время, как показывают электронно-
микроскопические исследования, морфология клеточных сте-
нок не изменяется [73. Возможно, что глутаровый альдегид
просто сшивает остатки внутри клеточной мембраны индиви-
дуального микроорганизма [B]. Вследствие такой обработки
ферменты сильно привязываются к мембране, тем временем не
теряют аспартазной активности.

Ферментная активность бактериальных клеток в большой
мере зависит от времени выращивания культуры [93. Этот
показатель может повлиять и на результаты иммобилизации,
так как при старении многие свойства клетки (а также по-
строение клеточной стенки) заметно изменяются [lO3. Чтобы
выяснить самое подходящее время выращивания биомассы
E.coli с целью получения активных и стабильных иммобилизо-
ванных препаратов клеток E.coli Кl2 выращивали 6,8, 10
и 12 часов, биомассу отцеатрибутировали от культуральной
среды и сразу провели иммобилизацию путем включения клеток
в армированный 11ААГ.

Как еле.дует из таблицы I. по полученным данным не-
возможно сделать однозначного вывода о преимуществе .длин-
нейшего или кратчайшего времени выращивания биомассы для
их поздней иммобилизации в армированном геле. Чтобы уточ-
нить результаты,прово,дили опыты по определению стабильно-
сти данных препаратов в условиях непрерывной работы
в колонке. Колонки работали при 37 °С со скоростью при-
текания субстрата 0,73 мл/мин (см. табл. 2).

На основе этих результатов можно сказать, что ста-
бильность у всех препаратов невелика. Препараты, иммобили-
зованные с добавлением глутаральдегида, обладают при лю-
бом времени выращивания большей рабочей стабильностью.Дан-
иые, приведенные в таблицах I и 2, показывают, что сохра-
нение активности при иммобилизации, и, в частности, кине-
тика инактивации иммобилизованных препаратов (см. фиг. 3)
существенно зависят от возраста биомассы. Наиболее обна-
деживающие результаты получены в случае длительного вре-
мени выращивания. В дальнейшей работе необходимо оптимизи-
ровать возраст биомассы в комплексе с условиями иммобилиза-
ции, обращая при этом внимание также на более длительное
выращивание.
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7,51
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12,42
22,83
0,77
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9,55
33,06
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7,29
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- иммобилизация проведена без сшивающего реагента
+ иммобилизация проведена с добавлением глутарового альде-

гида.
Исследовали зависимость активности и стабильности пре-

паратов от длительности хранения биомассы E.COII Кl2 в хо-
лодильнике при температуре 0...+5 °С. Клетки разного времени
хранения включали в армированный ПААГ с добавлением глутар-
альдегида, определяли активность полученных препаратов и ста-
бильность при инкубации в растворе субстрата при 40 °С. Ос-
новные результаты приведены в таблицах.

На основании серии проведенных опытов выявляется, что
хотя аспартазная активность биомассы при старении микроорга-
низмов сильно возрастает ввиду увеличения проницаемости
клеточной оболочки и цитоплазматической мембраны в результа-
те частичного лизиса клеток, выход активности иммобилизован-
ных препаратов и эффективность иммобилизации вто же время
существенно снижается Сем., табл. 3), так как клеточные стен-
ки уже не так хорошо защищают ферментную систему от вредного
действия акриламидных мономеров и инициаторов полимериза-

Таблица

Степень конверсии субстрата (%) в зависимости
от времени непрерывной работы препаратов

в колонках

2

Время работы
Ч препарата,

Дни

Время вык,
ращивания
часы

I 2 3 4

6 10,5 9,5 6,3 2,0 2,0 1Д
+ 71,9 72,6 60,4 53,4 50,5 21,7

8 37,5 25,6 22,1 5.8 6,0 3,2
+ 63,5 62,1 56,8 38,8 33,0 8,7

10 17,7 11,6 10,0 7,8 6,8 1.0
+ 55,3 54,7 52,6 36,9 35,0 8,7

12 33,3 21,1 23,2 14,6 16,5 1,0
+ 45,8 38,9 22,1 20,4 20,2 14,1



43
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длительности

хранениябиомассы
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Биомасса
получена10

04.80
Биомасса

получена24.04.80
Биомасса

получена22.05JB0

Акт. био- массы,Е/г
Акт иммоб. препа-рата, Е/г

Коэфф. выхода по
ак- тивно- сти

Коэфф.эффект.иммоби- лизацииАкт. био- массы,Е/г
Акт. иммоб. препа-рата, Е/г

Коэфф. выхода по
ак- тивно- сти

Коэфф.эффект.иммоби- лизации
Акт. био- массы, Е/г

Акт. иммоб. препа-рата, Е/г

Коэфф, выхода по
ак- тивно- сти

Коэфф.эффект, иммоби- лизации

I

2

3

4

5

6

7

8

9

10

II

12

13

I

26,64
11,70

3,20
37,44

136,80
28,42
1,52

42,63

2

72,00
30,50
3,15
94,55
27,00
6,58
1,72
11,05

4

128,01
22,22
1,38

28,86

341,30
23,63
0,50

11,80

5

179,57
26,41
1,16
29,04
35,40
3,53
0,72
2,45

6

440,02
32,00
0,55

17,60

8

400,00
30,32
0,54

16,36
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ции. Исследование стабильно-
сти этих препаратов Сем.
табл. 4) позволяет утверждать,
что длительность хранения био-
массы в большой степени влия-
ет на свойства иммобилизо-
ванных препаратов. Для приго-
товления иммобилизованных в
армированном ПААГ препаратов
с удовлетворительной стабиль-
ностью можно использовать
биомассу E.coli Кl2 с
длительностью хранения до че-
тырех дней.

На основе проведенной
экспериментальной работы мож-
но сделать следующие выводы:

Фиг. 3. Степени конверсии субстра-
тов (К) в зависимости от
времени непрерывкой рабо-
ты препаратов в колонках.
О - клетки 8 часов выра-

щивания,
в - клетки 8 часов выра-

щивания,
• - клетки 10 часов вы-

ращивания,
® - клетки 12 часов вы-

ращивания ,

Таблица 4
Стабильность иммобилизованных в армированном ПААГ
клеток Б. со И Кl2 в зависимости от длительности
хранения биомассы в холодильнике

1. Аспартазная активность штаммов E.coll КиК 12
достаточная для приготовления иммобилизованных препаратов.

2. Препараты, включенные в полиакриламидный гель без
сшивающего реагента, быстро инактивируют в ходе работы.Глу-

Время pa- Остаточная активность препаратов, %

парата,
ДНИ

Длительность хранения биомассы, дни

I 2 4 5 6 I 8
5 82 100
7 70 55 52 50
II 98 86 38
12 71
14 86 50 46
21 75 92 41
25 75 95
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таровый альдегид, добавленный в полимеризационную смесь,
в заметной мере повышает стабильность иммобилизованных пре-
паратов.

3. Результаты иммобилизации существенно зависят от
возраста используемой биомассы. В дальнейшей работе надо
обратить внимание на более длительное время выращивания
клеток.

4. Длительность хранения клеток в холодильнике заметно
влияет на свойства иммобилизованных препаратов. Для получе-
ния хороших производственных катализаторов можно рекомендо-
вать биомассу, сохраненную не более четырех дней.

Автор выражает благодарность доценту А.И. Кёстнеру за
участие в обсуждении, а также инженеру X. Арунийт и лаборан-
ту X. Тийтсо за помощь в проведении экспериментов.
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A. Kalda L. Vorobyova

Immobilization of Microbial Cells with Aspartase

Activity II

Immobilization of Escherichia Coli Cells

Summary
Ф

Aspartase activity of free and entrapped into 10 per-
cent polyacrylamide gel Escherichia coli К and К 12 cells
was investigated. It was shown that aspartase activity of
both microorganisms is sufficient for preparing immobilized
preparations. The stability of preparations of immobilized
microbial cells was determined by employing the incubation
of the preparates in a solution of 1 M ammonium furmarate
(pH 8,5, containing ImM MnCl 2 ) at 40 °0 by continuous co-
lumn processes. Adding the crosslinking reagent to the po-
lymerisation mixture, the stability of entrapped cells was
increased. The proper growing time of E. coli К 12 cells
for preparing the productive immobilized preparation and
the maximum preserving time of the cells at 0...+5 °0 was

determined. It was proved that the success of aspartase
reaction with immobilized microorganisms is based on the
properties of cells.
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УДК 577.15

Л.В. Гаевая

СВОЙСТВА ИММОБИЛИЗОВАННОЙ НУКЛЕОЗВДФОСФОТРАНСФЕРАЗЫ

Нуклеозидфосфотрансфераза из моркови (нуклеотид: 2»-дез-
оксинуклеозид s*-фосфотрансфераза; НФ 2.7.1.77), впервые
описанная Браверманом и Чаргаффом [l-2], катализирует пере-
нос фосфатной группы от органического эфира, например, п-ни-
трофенилфосфата, 5»-АМФ и т.д. к нуклеозиду с образованием
5*-нуклеотида. В настоящее время свойства этого фермента
изучены достаточно подробно СЗ-s]. Показано, что этот фер-
мент способен использовать в качестве субстрата некоторые
нуклеозиды, например, I - - D -арабинозил 5-флуоропиримидины
С6], а также целый ряд неприродных нукдеозидов, модифициро-
ванных по азотистому основанию и остатку сахара С73. Столь
широкая специфичность фермента делает его пригодным для
практического использования при получении природных и не-
природных s’-нуклеотидов, необходимых для исследовательских
работ в области биохимии и молекулярной биологии.

В данной работе описываются некоторые свойства нуклео-
зидфосфотрансферазы, иммобилизованной в полиакриламидном ге-
ле. Дня иммобилизации использовали вариант метода включения
ферментов в структуру геля в присутствии модификаторов СB,
9]. Присутствие бифункциональных модификаторов обеспечивает
дополнительное закрепление фермента в геле путем поперечной
сшивки белковых молекул. Использованный метод иммобилизации
обеспечивает выход активности, достигающий 30-40 %от ис-
ходной.

Работа выполнена в аспирантуре под руководством А.И.
Кёстнера.
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Материалы и методы

Нуклеозидфосфотрансфераза из моркови предоставлена
нам СКТБ БАВ (г. Новосибирск). Содержание белка в препа-
рате 70-80 %, нуклеозидфосфотрансферазная активность
300-400 ед. акт, на мг препарата, активность фосфатазы
1000-1500 ед. акт. на мг препарата. Нуклеозиды производ-
ства фирмы "Koch.Liqht" (Англия', п-нитрофенилфосфат
(п-НФФ) производства фирмы " Flukq АО (Швейцария) .хро-
матографическая бумага Ватман # I фирмы " Whatman"
(Англия).

Активность нуклеозидфосфотрансфераэы определяли по
скорости фосфорилирования тимидина в реакционной смеси,
содержащей 50 М фосфат-цитратный буфер с pH 5,5, 20 М
тимидин, 200 М п-НФФ и ферментный препарат в количест-
ве, обеспечивающем превращение не более 10-20 % субстра-
та за I час инкубации при 37 °С. Разделение продуктов ре-
акции проводили путем хроматографии на Ватман Л» I в систе-
ме растворителей (иэо-масляная кислота : аммиак ; O,IМ
а-ЭДТА: вода: толуол = 160:2:3:22:20). Количество обра-
зовавшегося ТМФ определяли спектрофотометрически при X =

= 267 нм после элюции вырезанного пятна ТМФ в 0,05 N HCL.
За единицу активности принимаем количество фермента, ка-
тализирующее образование I нмоля ТМФ в минуту при 37 °С.

Фосфатазную активность в препаратах нуклеозидфосфо-
трансферазы определяли по скорости образования п-нитро-
фенола, путем измерения оптической плотности при X =4OO нм
и при щелочных значениях pH. Состав реакционной смеси:
5и М фосфат-цитратный буфер с pH 5,5, л п-НФФ и фер-
ментный препарат в количестве, приводящем к превращению не
более 10-20 % субстрата за I час инкубации при 37 °С. За
единицу активности принимали количество фермента, катали-
зирующее образование I нмоля п-нитрофенола в минуту при
37 С.

Результаты и обсуждение

При иммобилизации нуклеозидфосфотрансферазы в ПААТ
в присутствии модификаторов были получены препараты с ак-
тивностью 400-440 ед, на. г преп., что составляло 30-



40 % от активности нативного фермента, использованного для
иммобилизации. Соотношение трансферазной и фосфатазной ак-
тивностей в препарате иммобилизованного фермента составля-
ло 0,3-0,4, т.е. практически не изменялось по сравнению с
нативным препаратом.

При хранении иммобилизованной нуклеозидфосфотрансфе-
разы в буфере при 4-6 °С в течение месяца сохраняется до
80 % исходной активности.

На фиг, I и 2 показаны результаты, полученные при
изучении териоинактивации нативной и иммобилизованной фос-
фотрансферазы. Можно видеть, что препарат иммобилизованно-
го фермента состоит по крайней мере из двух фракций с от-
личающейся стабильностью. Причем константа скорости инак-
тивации при 55 °С "стабильной" фракции в 3 раза меньше
константы скорости инактивации нативного фермента

мин"* и мин"* соответственно). Это
свидетельствует о том, что ковалентная сшивка ферментных
молекул способствует увеличению их стабильности при повы-
шенных температурах.

Фиг. 1. Термоинактивация натив-
ной нуклеозидфосфотранс-
феразы,

Фиг. 2. Термоинактивация иммо-
билизованной нуклеозид-
фосфотрансферазы.
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Для выяснения влияния иммобилизации на характер зави-
симости активности от pH определяли скорость фосфорилирова-
ния тимидина нативной и иммобилизованной фосфотрансферазой
при изменении pH в пределах 4,5-7,0. Кроме того изучали
зависимость скорости гидролиза п-НФФ от pH в опытах в при-
сутствии и в отсутствии тимидина в реакционной смеси.

Фиг 3. Нуклоозидфосфотрансферазная активность в зависимости от pH
х х нативный препарат,
о о иммобилизованный препарат.

Из данных, приведенных на фиг. 3, можно сделать вывод,
что после иммобилизации происходит сужение и сдвиг рН-опти-
цума трансферазной активности на пол-единицы pH в щелочную
область.

Зависимость фосфатазной активности от pH также несколь-
ко изменяется после иммобилизации - сужается область рН-оп-
тимума Сфиг. 4). Присутствие тимидина в реакционной смеси
существенно снижает скорость гидролиза п-НФФ, что подтверж-
дает описанное в литературе ингибирующее действие нуклеози-
дов на гидролазную функцию фосфотрансферазы СЮ].

Для определения условий, в которых проявляется макси-
мальная активность препарата иммобилизованной фосфотранс-
феразы изучали зависимость начальной скорости образования
ТМФ от концентраций тимидина и п-НФФ. На фиг. 5 и 6 пред-
ставлены результаты, полученные при изменении концентрации



одного субстрата, когда концентрация второго субстрата при
нимала определенные фиксированные значения. Из полученных
данных видно, что при повышении концентрации тимвдина выше

Фиг. 4. Фосфаразная активность в зависимости от pH,
х х нативный препарат в отсутствии Т
Д нативный препарат в присутствии Т
о о иммобил. препарат в отсутствии Т
q иммобил. препарат в присутствии Т.

Фиг. 5. Начальная скорость в
зависимости от конпен-
■Грации тимидина при
/п-НФФ/; 25 мМ (0),
50 мМ (ф); 100 мМ
(в); 200 мМ (в).

Фиг, 6. Начальная скорость в
зависимости от концен-

трации п-НФФ при / Т/;
'5 мМ (0); 10мМ (О);
15 мМ ( $ ); 20 мМ (©)
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15 М и п-НФ$ выше 100 М наблюдается уменьшение начальной
скорости фосфорилирования тимидина.

При изучении зависимости максимального выхода ТМФ в
реакции с иммобилизованной фосфотрансферазой от соотноше-
ния п-НФФ : тимидин оказалось, что при концентрациях тимиди-
на 12,5-25 М максимальный выход наблюдается при 30-крат-
ном избытке п-НФФ. При увеличении концентрации тимидина до
40 М необходимо брать 15-кратный избыток п-НФФ для дости-
жения выхода ТМФ, равного 84 % (фиг. 7),

Фиг. Выход ТМФ в зависимости от соотношения п-НФФ: тимидин при
концентрациях тимидина: 12,5 мМ (0); 25 мМ (Э ); 40 мМ , в )•

Изучение субстратной специфичности препарата иммобили-
зованной нуклеозидфосфотрансферазы проводили при использо-
вании в качестве субстратов рибо- и дезоксирибонуклеозидов
аденина, гуанина, цитозина, урацила, тимидина. Определя-
ли начальную скорость фосфорилирования при концентрации
нуклеозидов 20 М и п-НФФ - 200 М. Полученные данные,при-
веденные в таблице I, показывают, что с наибольшей скоростью
происходит фосфорилирование пиримидиновых рибо- и дезокси-
рибонуклеозидов, с меньшей скоростью идет синтез пуриновых
нуклеотидов, особенно при использовании в качестве субстра-
та рибо- и дезоксирибоадениозина.
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В препарате нативной нухлеозидфосфотрансферазы присут-
ствует большое количество примесного фермента-фосфатазы,
активно гидролизующего как донор фосфата-п-НФФ, так и об-
разующиеся продукты-нуклеотиды. Соотношение трансферазной
и фосфатазной активностей, равное в нативном препарате 0,3
-0,4, не изменяется и после иммобилизации. Таким образом,и
иммобилизованные препараты проявляют высокую фосфатазную
активность.

Для повышения выхода нуклеотида в трансфераэной реак-
ции в реакционную смесь добавляли некоторые катионы двух-
валентных металлов, о которых было известно, что они инги-
бируют фосфатазнуго активность [s]. Использовали следующие
соединения: CoU 2, MgGL2 , ZnGl2 , Cus04 в концентрации I мМ.
Наибольший процент превращения тимидина в ТМФ был получен
при использовании Zn +2 -32 %по сравнению с2O %, полу-
ченным при проведении реакции без добавления металлов,Ка-
тионы меди также повыпали выход продукта, но в несколько
меньшей степени чем цинк* Присутствие кобальта практически
не сказывалось на протекании реакции, а в присутствии маг-
ния происходила быстрая деградация продукта (фиг. 8).

В дальнейших опытах изучали влияние концентрации ка-
тионов цинка на выход продукта при различных концентрациях
тимидина и п-НФФ. По данным, приведенным в табл. 2, можно
видеть, что при всех изученных концентрациях тимидина и
п-НФФ присутствие IмМ Zг 2+ увеличивает выход ТМФ на

Таблица I
Субстратная специфичность иммобилизованной

нуклеозидфосфотрансферазы

Нуклеоэид нач. {%)

Тимидин 100
Уридин 112
Цитидин 104
d -цитидин 86

гуанозин 48
d -гуанозин 47

аденозин 9
d -аденозин 12



56

20-40 %. Увеличение концентрации катионов цинка не приво-

дило к дальнейшему увеличению выхода продукта.

Фиг, 8. Кинетика синтеза ТМФ в отсутствии катионов металлов (0); в при-
сутствии IмМ Z п + ( о)Си +

( •)> Mg (й) и бо (*)•

Таким образом,подучены препараты нукдеозидфосфортранс-
феразы, иммобилизованной в ПААТ в присутствии модификаторов,
с сохранением 30-40 % исходной активности. Изучены некото-
рые свойства этих препаратов и показано, что они могут быть
использованы для фосфорилирования нуклеозидов с высоким вы-
ходом целевого продукта.

Таблица 2
Зависимость выхода ТМФ от концентрации Zr/ +

Концентрация Выход ТМФ
{%)dT (мМ) п-НФФ СмМ) 1п+2 (мМ)

10

0 21
50 I 31

0 35
1 50

100 5 47

20
0 52

200 I 62
10 64
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L. Gayevaya

The Properties of Immobilized Nucleoside

Phosphotransferase

Summary

Nucleoside phosphotransferase from carrot has been
immobilized by means of entrapment into modified poly-
acrylamide gel, obtaining the preparation with enhanced
stability. The catalytic activity of the immobilized pre-
paration has been investigated in dependence on pH, sub-
strate concentration and the presence of some metal ions.
The obtained preparation may be recommended for prepara-
tive nucleoside phosphorylation in the presence of Zn

++

ions.
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ТАЬЫША POLUTEHNILISE IHSTITUUDI TOIMETISED

ТРУДЫ ТАЛЛИНСКОГО ПОЛИТЕХНИЧЕСКОГО ИНСТИТУТА
УДК 577.15.04.668

А.Я. Озолиньш

ИММОШЛИЗАЩЯ ТРИПСИНА НА АМИНОПРОПИЛСИЛОХРОМАХ,
АКТИВИРОВАННЫХ ГЛУТАРОВЫМ АЛЬДЕГИДОМ

Для иммобилизации белков, в частности ферментов,до-т
вольно успешно применяют неорганические носители, силани-
зированные )! -аминопропилтриэтоксисила ном (АПТХ) и акти-
вированные глутаровым альдегидом (ГА). Весьма частое ис-
пользование ГА в качестве сшивающего реагента белков и ак-
тиватора полимерных матриц обусловило интерес многих ис-
следователей к природе взаимодействия ГА с белками и ами-
носоединениями. Результаты многочисленных исследований,по-
рой весьма противоречивые, объединены в обзорной статье
Хопвуда Ш. Весьма различаются мнения разных исследовате-
лей о реакционной способности мономерной и полимерных форм
ГА в отношений белков и стабильности образованных связей.
Некоторые авторы [22 утверждают, что именно полимерные
формы ГА создают стабильные поперечные связи в молекулах
белков, однако встречаются и противоположные мнения СЗ].

Принимая во внимание результаты работ 14, 5] , можно
сказать, что реакции ГА с аминосоединениями даже на мо-
дельном уровне являются весьма сложными процессами иссле-
дования, которые не привели к подтверждению классической
схемы, предполагающей образование оснований Шиффа в каче-
стве конечного продукта.

Для ковалентной иммобилизации ферментов более важны
работы по изучению взаимодействий ГА с полимерными матри-
цами, содержащими аминогруппы. Исследованием модификации
силанизированных силохромов ГА в работе С63 было показано,
что для получения носителей с содержанием альдегидных
групп немного больше 0,070 М/г требуется очень большой
избыток ГА.
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Определением содержания углерода, после модификации
аминопропил-сферосила ГА [73, было установлено, что в сред-
нем с каждой аминогруппой матрицы связывается больше одной
молекулы ГА. В связи с этим авторы считают, что взаимодейст-
вие матрицы с полимерными формами ГА является более вероят-
ным. В этой же работе развита идея, согласно которой необ-
ратимая фиксация белков на носителях активированных ГА осу-
ществляется через взаимодействие £-аминогрупп лизина с
альдегидными группами, сопряженными с двойной связью (поли-
мерные продукты алдольной конденсации ГА).

Однако, надо отметить, что в настоящее время мало из-
учено взаимодействие ферментов с активированными ГА носите-
лями в зависимости от количественного содержания альдегид-
ных групп. Также мало исследованы возможности хранения но-
сителей активированных ГА в высушенном состоянии и влияние
продолжительности хранения на свойства полученных препара-
тов иммобилизованных ферментов.

Целью настоящей работы является определение влияния
количественного содержания альдегидных групп носителей ак-
тивированных ГА на активность ферментных препаратов, полу-
ченных иммобилизацией модельного фермента трипсина, а также
исследование влияния продолжительности хранения в высушен-
ном состоянии образцов препарата альдегидэнзимохрома на
количество связываемого ферментного белка и активность пре-
паратов иммобилизованного трипсина.

Материалы и методы

Альдегидэнзимохромы - силохрош (с покрытием,если это
указано отдельно), силанизированные АПТЭС и активированные
ГА (очищенным от полимерных форы), были получены от ВНИИ
люминофоров (г. Ставрополь), хранились в заводской упаков-
ке при комнатной температуре.

Аыинопропилсилохром СХ 2,5 был получен обработкой си-
лохрома СХ 2,5 раствором АПТЭС в толуоле согласно [63. Ко-
личественное содержание аминогрупп определяли потенциометри-
ческим титрованием СB3.

Глутаровый альдегид - 25 %-ный раствор, фирмы "Без-
нал" в течение 2-3 лет хранился при 4 °С без доступа света.



Содержание ГА, определенное по реакции с Н2МOН, составля-
ло 25-27 %.

Активация аминопропилсилохрома СХ-2,5 производилась
глутаровым альдегидом. К I г силанизированного силохрома
СХ 2,5 с содержанием аминогрупп 0,003-0,16 ммоль/г добав-
ляют 10 мл 25 % раствора ГА, вакуумируют в вакуумном экси-
каторе 2 минуты, после чего оставляют при комнатной темпе-
ратуре на 18 часов. Фильтруют, промывают на фильтре 150 мл
дистиллированной водой и 50 мл ацетона. Сушат при 100 °С
в течение 30 минут.

Количественное определение альдегидных групп на аль-
дегидэнзимохромах и аминосилохромах СХ-2,5, обработанных
ГА, осуществляли оксидированием с 0,002 М H 2NOH при
pH 5,0 в режиме рН-статирования по методу С63 и по количе-
ству связанных хромогенных веществ, п-нитроанилидов глици-
на и лейцина, согласно модифицированному методу Г93. Надо
отметить, что первый метод (оксидирование) ввиду его трудо-
емкости использовался только в отдельных случаях в качест-
ве контрольного метода.

Для иммобилизации в работе использовали растворы
трипсина "Spofa" (ЧССР), приготовленные растворением
0,1 г кристаллического трипсина в 10 мл 0,005-молярном
трис - HCI буфере (pH 7,8, 0,02 М CaCL 2,0,04 М NaCL )при
4-10 °С в течение I часа с последующим центрифугированием
осадка. Содержание ферментного белка (определенное спек-
трофотометрически с использованием оптического фактора
0,65) находилось в пределах 5,5-5,7 г/л. Содержание актив-
ного ферментного белка определено титрованием активных
центров п-нитрофениловым эфиром п-гуанидинбензойной кисло-
ты по методу [ИЗ ■ и составляло 65-70 %.

Процесс иммобилизации

К 0,200 г носителя, содержащего альдегидные группы,
добавляют 5,0 мл раствора трипсина, вакуумируют суспензию
в течение 2 минут, после чего оставляют при комнатной тем-
пературе в течение I часа, перемешивая за это время три
раза встряхиванием. Фильтруют, прошва ют на фильтре 100 мл
.дистиллированной вода и 100 мл 3-молярным ЫаСl,до опреде-
ления активности носитель оставляют под 3~молярным NaCL,
с добавкой CaCl2-
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Эстеразную активность препаратов иммобилизованного
трипсина и растворов трипсина определяли титриметрически
при 25 +0,5 °С по начальной скорости гидролиза 0,01- мо-
лярного бензоил- L -аргинин-этилового эфира (БА.ЭЭ) по
модифицированному методу [lO J.

Для определения активности иммобилизованного трип-
сина в реактор объемом 30 мл добавляли 25-70 мг носите-
ля с ферментом, предварительно высушенного отжатием меж-
ду листами фильтровальной бумаги.

Количество связанного ферментного белка опреде-
ляли по разности в ферментном растворе и промывных водах.
Концентрацию белка определяли спектрофотометрически при
280 нм с использованием оптического фактора 0,65 для трип-
сина.

Результаты и обсуждение

Для исследований влияния содержания альдегидных
групп используемых носителей га активность получаемых пре-
паратов и на удельную активность связанного трипсина иммо-
билизацию модельного фермента трипсина проводили на сило-
хромах с разным содержанием альдегидных групп и разным сро-
ком хранения. Носители с разным содержанием альдегидных
групп были получены обработкой силанизированных силохромов
СХ-2,5 с различным содержанием аминогрупп значительными из-
бытками ГА (от 100- до 700-кратного по отношению к первич-
ным аминогруппам матрицы).

Вви.ду мешающего влияния следов ГА, которое, возможно,
связано со сложностью взаимодействия полимерных форм ГА с
силанизированными матрицами С23 при активации и при обра-
ботке раствором белка, нам в некоторых случаях не удалось
(см. I и 3 опыты в табл. I) определить количество трипсина,
связанного с аминосилохромом СХ-2,5, активированным ГА. Од-
нако можно отметить (см. табл. I), что ферментные препара-
ты с наиболее высокой активностью получены именно на носи-
телях с более низким содержанием альдегидных групп. В той
же таблице показано, что при хранении активированных носи-
телей в высушенном состоянии в течение 50 дней значительно
уменьшилось количественное содержание альдегидных групп,
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Таблица
I

Зависимость
активностей
и

количествасвязанногобелка
препаратовиммобилизованного

трипсина,
полученныхна

аминопропилсилохромах,
активированныхГА,
от

содержания

альдегидныхгрупп
и

времени
выдержкипосле

активации

Время
выдерж-

ки
после активации, дни

Содержание аминогрупп исходного силохромаМ/г
'

Содержаниеальдегидных W
Количество связанного белка,мг/г

Активность
пре-

паратовиммоби- лизованного 'трипсина, мк
кат/г

Удельная
актив-

ностьиммобилизо- ванного
трипсина,

мк
кат/мг

I

0,030

0,025

-

27

.

-.

I

0,090

0,069

-

-

-

I

0,160

0,070

-

,12

-

I

0,230

0,069

-

-

-

50

0,030

0,019

34

57

0,17

50

0,090

0,039

43

43

0,10
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причем на носителях с наиболее высоким содержанием групп
убыль наиболее высока в процентном отношении. Иммобилиза-
цией модельного фермента трипсина на активированных носи-
телях после их 50-дневной выдержки было найдено (см. табл.
I), что активности полученных ферментных препаратов замет-
но возросли по сравнению с I и 3 опытами. И .для этой серии
опытов явно заметна тенденция повышения ферментативной ак-
тивности препаратов с уменьшением общего содержания альде-
гидных групп используемых носителей. Такое же явление най-
дено и для удельных активностей иммобилизованного трипси-
на для 5, 6 и 7 опытов (табл. 2). Если обратить внимание
на количество связанного ферментного белка, то можно заме-
тить весьма значительное повышение его (на 10 мг/г) при
переходе от носителя с содержанием 19 мкМ/г к носителю о
39 мкМ/г альдегидных групп. Некоторое уменьшение (на sмг/г)
общего количества связанного белка и активности ферментно-
го препарата при дальнейшем повышении содержания альдегид-
ных групп (42 мкМ/г) вероятно можно объяснить пространствен-
ными препятствиями, создаваемыми "пересыщенностью" поверх-
ности носителя альдегидными функциями.

Для исследования влияния продолжительного хранения
в высушенном состоянии на эффективность связывания разных
образцов коммерчески доступного альдегидэнзимохрома (сила-
низированный силохром, обработанный ГА) на этих носителях
был иммобилизован трипсин. Проведенные эксперименты под-
твердили возможность получения весьма активных препаратов
иммобилизованного трипсина на всех исследованных носите-
лях (см. табл. 2). Если обратить внимание на зависимость
активностей полученных препаратов от диаметра пор исполь-
зуемых носителей, то в общих чертах можно сказать, что
препараты с самыми высокими активностями получены на носи-
телях с .диаметром пор в интервале от 40 до 36 нм. Иммоби-
лизация фермента на носителях с еще большим диаметром пор
122 и 155 нм способствовала получению препаратов с пони-
женным количеством связанного ферментного белка й следо-
вательно, убыванию активности. Некоторое понижение удель-
ной активности иммобилизованного трипсина для носителей с
наибольшим .диаметром пор (см. табл. 2, опыты 4и5) и с
1-эмым низким содержанием белка вероятно следует отнести
на счет диффузионных затруднений, поскольку в опытах ис-
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Таблица
2

Характеристики
препаратовиммобилизованного

трипсина,
полученныхна

образцах

'а
льдегидэн
зимохромас

разным
сроком
хранения

Название
носи-

теляи

продолжи- тельностьхране-
ния,
дни

Поверх- ность носите- ля. м2
/г

Размер фрак-ции, мм

Диа- метрпор носи- теля, нм
Содер-жание амино- групп исход- ного сило- xg^via.
Содер- жание альде- гидных групп(по данн.произв.) м/г

Содержа-ние
аль- дегидных групп(опред. наш),

,

М/г

Количест- во
свя- занного белка, мг/г

Активность препаратов иммо
б.трип-

сина мк
кат/г

Удельнаяактивность
■

иммоб.
трип-

сина, мк
кат/мг

Альдегид
энзимо-

хром
(790)

115

0,16- 0,25
40

0,130
0,020
26

73

0,28

Альдегидэн
зимо-

хром
цирконие-

вый
(700)

90

0,1-0.2

50

-

0,250
-

23

88

0,38

Альдегид
энзимо-

хром
(330)

53

0,3-0,5

86

0,190
0,130

-

24

60

0,25

Альдегидэнзимо- хром
(330)

44

0,3-0,5

122
0,190
0,100

-

19

40

0,22

Альдегидэн
зимо-

хром
(300)

36

0,3-0,5

155
0,190
0,100

-

19

33

0,17

Альдегидэнзимо- хром
(100)

76

0,3-0,5

40

0,110
0,130
0,010
20

52

0,27
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пользовали носитель с повышенным размером частиц. Для под-
тверждения этого предположения следует указать на подобное
же понижение удельной активности .для носителя с большим раз-
мером частиц по сравнению с .другим носителем при одинаковом
же размере их пор (см. табл. 2, опыты I и 6).

Представляло также интерес выяснить влияние продолжи-
тельности хранения на содержание альдегидных групп альдегид-
эн зимохромов. Для определений выбрали образцы с весьма сход-
ными характеристиками, но с различным сроком хранения (см.
табл. 2, опыты I и 6). Было найдено, что для обоих носите-
лей количественное содержание альдегидных групп уменьшилось
приблизительно на один порядок, однако остаточное количест-
во 20 мкмоль/г и 10 мкмоль/г достаточно для получения ак-
тивных препаратов иммобилизованного трипсина.

Иммобилизацией модельного фермента трипсина на неор-
ганических носителях - аминопропилсилохромах, активирован-
ных ГА, найдено, что содержание альдегидных групп сильно
влияет на активность препаратов иммобилизованного трипсина,
а также на удельную активность связанного ферментного белка.

Доказано, что активность препаратов и удельная актив-
ность иммобилизованного трипсина увеличивается при умерен-
ном понижении содержания альдегидных групп.

Найдено, что .даже после двухлетнего хранения в высу-
шенном состоянии неорганические носители, активированные ГА,
пригодны для получения препаратов иммобилизованного трипси-
на с высокой эстеразной активностью.
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A. Ozolinsh

Immobilization of Trypsin onto Glutaraldebyde-
activated Aminopropylsilochromes

Summary

The influence of the amount of available aldehyde
groups on the amount of bound protein and the activity of
preparate has been investigated. With the help of the immo-
bilization of the model enzyme trypsin onto inorganic car-
riers - glutaraldehyde-activated aminopropylsilochromes has

been found that aldehyde group content has a pronounced in-
fluence on the total and specific esterase activity of the
immobilized enzyme preparations.

It has been demonstrated that the activity of prepa-
rations and the specific activity of immobilized trypsin
increases as the content of the aldehyde groups decreases.

It has been found that even after 2 years of storage
in dry state the glutaraldehyde-activated inorganic car-
riers are appropriate for obtaining the preparations of
immobilized trypsin with high esterase activity.
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УДК 577.156.5

М.К. Фриеденталь А.И. Кёстнер

ПОЛУЧЕНИЕ, СВОЙСТВА И ПРИМЕНЕНИЕ ИММОБИЛИЗОВАННЫХ
МОЛОКОСВЕРТЫВАЩИХ ФЕРМЕНТНЫХ ПРЕПАРАТОВ

Сообщение 111
Особенности применения иммобилизованного
сычужного фермента при свертывании молока

Применение иммобилизованных молокосвертывающих фермен-
тов для коагуляции молока при производстве сыра является од-
ним из перспективных направлений устранения дефицита сычуж-
ного фермента СШ.

В настоящее время, в связи с интенсивным развитием ин-
женерной энзимологии, стала возможной разработка эффектив-
ных способов иммобилизации молокосвертывающих ферментов С2],
Полученные препараты, однако, не нашли применения в прак-
тике. С лучшей стороны показали себя пепсин, иммобилизован-
ный на аминостекле СЗЗ, и щелочная протеаза, иммобилизован-
ная на дауэкс MWA.-I С4]. Иммобилизацией химозина (сычужно-
го фермента) получены довольно нестабильные препараты с низ-
ким выходом активности С5, 6]. По нашему мнению, внедрение
иммобилизованных молокосвертывающих ферментов в практике свя-
зано с необходимостью иметь, с одной стороны,стабильные пре-
параты и с другой стороны - хорошее представление о законо-
мерностях действия их на молоко. Исходя из этого, в задачу
наших исследований входило изучение закономерностей дейст-
вия иммобилизованного сычужного фермента СЖФ) на молоко.

Известно, что свертывание молока протекает в две ста-
дии: ферментативную, т.е. специфический ограниченный про-
теолиз казеина в молоке, и неферментативнуго, т.е. коагуля-
ция образующегося пара-казеина с образованием сгустка
Сфиг. I), СТретья стадия, т.е. формирование сыра в данном
случае не представляет интереса).
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Фиг. 1. Схематическое изображение сычужного свертывания молока с
помощью ИСФ /9/.

Эти два процесса могут быть разделены, если ферментативную
стадию проводить при температуре ниже 10-15 °С, а стадию
коагуляции - при повышенной температуре. Эта закономерность,
открытая в 1942 году Берриджем, и предполагает возможность
применения иммобилизованных молокосвертывающих ферментов
для коагуляции молока, так как препарат может быть отделен
от молока до проведения коагуляции последнего.

Материалы и методы
В работе использовали как растворимый, так и иммобили-

зованный эталонный образец сычужного порошка. Иммобилизацию
проводили согласно методике С73. Субстратом использовали
12 %-ный раствор порошка сухого обезжиренного молока в
10 мМ

Активность препаратов определяли по модифицирован-
ному нами методу Бингхама £B3. 25 мл обезжиренного молока
с pH 6,4 пипетировали в 40-миллилитровый термостатирован-
ный реакционный сосуд и при заданной температуре добавляли
определенное количество сычужного фермента. Для анализа ре-
акционной среды 0,5 мл реакционной смеси пипетировали в
3,0 мл I. ,0-молярного ацетатного буфера с pH 5,2, охлаждали
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до 0-2 °С в стаканах центрифуги на ледяной бане. После
центрифугирования при температуре 2 °С в течение 10 минут
осажденные продукты гидролиза растворяли в 10 мл 1,0 н

NаО Н. Содержание количества белка в осадке определяли
спектрофотометрически при длине волны 290 нм (можно пред-
полагать, что осаждаемый белок содержит преимущественно
пара-казеин).

По кривым оптическая плотность - продолжительность ре-
акции определялась средняя скорость реакции гидролиза
обезжиренного молока сычужным ферментом, которая выражает-
ся как обратная величина времени, необходимого'для достиже-
ния оптической плотности 0,6 в растворе продуктов. Получен-
ные результаты хорошо коррелируются со свертывающей способ-
ностью препаратов £B3.

Результаты и обсуждение

Первой задачей мы считали изучение скорости фермента-
тивной реакции коагуляции молока при различных количест-
вах ИСФ. Типичные кривые увеличения концентрации продуктов
гидролиза обезжиренного молока представлены на фиг. 2, Из
полученных данных вычисляли средние скорости реакций. Со-
ответствующие данные приведены на фиг. 3.

Фиг. 2. Оптическая плотность в зависимости от продолжительности реакции
при температуре 35 °С, pH 6,4, Количество ИСФ г на 25 мл молока

• - 0,6; С - 0,3; Э - 0,15; о - 0,05.
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Фиг. 3. Скорость протеолиза обезжиренного молока 'в зависимости от коли-
чества ИСФ в пробе (25мл).

На фиг. 3 хорошо видно, что при концентрациях влажного
ИСФ 0,05 - 0,4 г на 25 мл молока скорость протеолиза обез-
жиренного молока почти пропорциональна количеству препарата
в пробе. При концентрациях ниже 0,05 г и выше 0,4 г на 25 мл
молока наблюдается отклонение от линейной зависимости. В
случае применения растворимого сычужного фермента в данных
пределах скорости наблюдается линейная зависимость между
количеством фермента и скоростью реакции. Следовательно, мы
рекомендуем холодное ферментировашае молока проводить при
концентрациях 2-15 г препарата на I л молока. Увеличение
концентрации ПСФ приводит к нерациональному использованию
препарата.

Как отмечалось в нашей предыдущей статье, применение
ИСФ для свертывания молока обосновано только при понижен-
ных температурах среды. При температурах протеолиза 30 °С
и выше наблюдается быстрая инактивация препарата, что может
быть обусловлено с наступлением скрытой коагуляции молока
на поверхности зерна носителя или даже образованием видимых
хлопьев вокруг частиц ИСФ С73.

Чтобы оценить влияние температуры на скорость протео-
лиза казеина в молоке с ИСФ, нами были проведены опыты по
протеолизу молока при температурах 5-35 °С. Результаты пред-
ставлены на фиг. 4 и 5.



Фиг. 4. Скорость протеолиза обезжиренного молока с ИСФ в зависимости от

температуры в координатах Аррениуса.

Фиг. 5. Относительная скорость протеолиза обезжиренного молока
в зависимости от температуры.

О - растворимый фермент; С - ИСФ.

Как ожидалось (фиг. 3), первичное действие ИСФ зависит
от температуры. При температуре выше 35 °С значения кажу-
щейся энергии активации в общем случае соответствуют значе-
ниям лН, типичным для ферментативных реакций (30 -

40 кДж/моль). С понижением температуры до 15 °С, однако,
наблюдается увеличение значений кажущейся энергии активации.
Так, например, при температуре 27 °С она составляет
104,8 кДж/моль, что в несколько раз выше энергии активации
обычных ферментативных реакций. При более низких темпера-
турах скорость реакции существенно не зависит от темпера-
туры среды. Это может быть связано с особенностями конфор-
мационных или агрегатных состояний субстрата. Данное явле-

73
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ние свойственно также растворимому сычужному ферменту
С фиг. 5), что косвенно подтверждает высказанную выше ги-
потезу о значительном влиянии субстрата на скорость его
ферментативного гидролиза.

Таким образом, сычужное свертывание молока с ИСФ сле-
дует проводить при температуре 5-15 °С и концентрации 2 -

15 г на I л молока.
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Preparation, Properties and Application of

Immobilized Milk Clotting Enzyme Preparations III

Some Characteristic Features in the Use of
Immobilized Rennet Preparation in Coagulation of Milk

Summary

The immobilized rennet preparation has been used
in coagulation of skim-milk. The dependence of the rate of
casein proteolysis in skim-milk on concentration of rennet
preparation and reaction temperature has been determined.
It has been found that, the first, the rate of reaction was
limited by pore diffusional effects of the carrier at the
high concentrations of preparation. The second, the rate
of reaction depends on temperature, especially below 35 °C.
The activation energy, determined from the slope of the

Arrhenius plot, was 35»7 fcJ/mole at 40 °0 and 104,8 kJ/mole
at 2? °O.
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ НЕКОТОРЫХ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ПРОТЕАЗ
ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ ГИДРОЛИЗАТОВ КАЗЕИНА

Ферментативные гидролизаты казеина используются для
производства питательных сред в бытовой химии и в медици-
не. Для получения белковых гидролизатов применяются раз-
ные протеазы как животного, так и бактериального происхож-
дения Сl-s]. Гидролизаты, полученные протеазами различно-
го происхождения, отличаются по степени конверсии и по
составу пептидов. Для достижения наиболее глубокой сте-
пени конверсии часто комбинируют действие нескольких про-
теаз С2] или используют комплексные препараты протеаз CI,
3, 4]. В нашей лаборатории разработаны технологические па-
раметры получения гидролизатов казеина под влиянием комп-
лексного препарата иммобилизованного панкреатина С53.

Целью настоящей работы было изучение состава ' гидро-
лизатов казеина, полученных препаратами панкреатина и не-
которых более доступных бактериальных комплексных протеаз.

Материалы и методы

Использовали следующие протеазы: мезентерии и прото-
субтилин производства Вильнюсского ферментного завода,
щелочная протеаза производства Ладыжинского ферментного
завода, протеаза из термофильного микроорганизма Actino-
myces vulgaris, полученная из Института микробиологии
АН СССР, неочищенный препарат панкреатина производства Риж-
ского мясокомбината. В качестве носителя использовали си-
лохромы производства Горьковского опытного завода ВНИИНП
марки СХ-1,5, модифицированные в нашей лаборатории поли-
конденсационными смолами С63.
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В качестве субстрата использовали 2 %-ный раствор ка-
зеина по Гаммерштену с pH, оптимальным для каждого фермен-
та. Гидролиз казеина проводили в реакторе периодического
действия с перемешиванием при температуре +3O °С в тече-
ние 6 часов при дозе фермента 1.66 н кат/г на I г сухого
казеина. Активность ферментных препаратов определяли по
модифицированному методу Ансона. Степень гидролиза опре-
деляли по накоплению аминного азота в гидролизате, опре-
деляемого по реакции первичных аминогрупп с тринитробен-
зенсульфокислотой (ТНБС) С73. Состав полученных гидролиза-
тов определяли методом гельхроматографии на сефадексе g-ю
в колонке с размерами 10x540 мм, уравновешенной 0,2-мо-
лярным боратным буфером с pH, соответствующим pH гидроли-
зата. Фракции собирали по 2 мл. Содержание белка во фрак-
циях определяли по поглощению УФ света при h 280 нм.

Для выражения степени гидролиза учитывали следующее.
Суммарное содержание азота, не входящего в состав пептид-
ных связей в казеине, рассчитано по литературным данным о
его аминокислотном составе. Оно составляет 1,6 % от сухого
вещества СB3, Учитывая, что общее содержание азота в ка-
зеине 14 %, содержание азота, входящего в состав пептидных
связей, составляет 12,4 % или 8,8 мкмолей на I мг казеина,
что и принято за 100 % при расчете относительной глубины
гидролиза (степени конверсии субстрата).

Результаты и их обсуждение

Для выяснения кинетики гидролиза и максимальной сте-
пени конверсии всеми указанными протеазами как в свободном,
так и в иммобилизованном виде провели несколько 6-часовых
опытов по гидролизу казеина.

Всеми препаратами были получены довольно похожие ки-
нетические кривые.

На фиг. I изображены кинетические кривые гидролиза ка-
зеина свободным и иммобилизованным препаратом мезентерина
как типичный пример кинетики протеолиза казеина.

При проведении гидролиза казеина всеми испытанными
ферментами наблюдалось интенсивное накопление аминного азо-
та в гидролизате в течение первых трех часов гидролиза и
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значительное уменьшение скорости накопления аминного азота
после пяти часов гидролиза. Продолжение гидролиза более
шести часов считали нецелесообразным. Данные о достигнутой
степени конверсии гидролизатов приведены в таблице I.

Фиг, 1. Характерная кинетическая кривая гидролиза казеина.
В качестве фермента использованы препараты мезентерина

1 - свободный мезентерии;
И - иммобилизованный мезентерии.

С препаратами протосубтилина и мезентерина достигали
степень гидролиза, близкую к достигаемой с панкреатином. При
использовании щелочной протеазы производства Ладыжинского
ферментного завода получали гидролизаты с несколько мень-
шей степенью конверсии по сравнению с панкреатином.

Для выяснения пептидного состава полученные гидролиза-
ты разделяли методом гельхроматографии в колонке с сефадек-
соы G-10. Хроматограммы изображены на фигуре 2, а данные
о составе гидролизатов, вычисленные по хроматограммам, при-
ведены в таблице I.

Хроматограммы полученных гидролизатов казеина оказа-
лись характерными для каждого фермента и несколько отлича-
лись для свободного и иммобилизованного препарата. Наблю-
далось сохранение фракции высокомолекулярных белков в слу-
чав всех изучаемых препаратов кроме протеазы из микроорга-
низма Actinomyces vulgaris. Гидролизаты, полученные из
Actinomyces vulgaris, отличались высоким содержанием
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Фиг. 2. Хроматограммы разделения гидролизатов казеина па сефадоксе0-10. Гидролизаты получены под влиянием
препаратов:

1 1 - иммобилизованный панкреатин;
П1 - свободный протосубтнлин;

— иммобилизованный протосубтнлин;
V - свободный мезентерии;
VI - иммобилизованный мезентерии;
VII “ свободная щелочная протеаза из Ладыжинского фермент-
VIII иммобилизованная щелочная протеаза;
IX - иммобилизованная протеаза из Actinomyces vulgaris;
X - исходный казеин.



82

двух фракций пептидов с молекулярным весом около 4000 и с
молекулярным весом меньше 1000.

Таблица I
Состав гидролизатов, полученных разными протеазами

Гидролизаты казеина с близкой степенью конверсии явно
различаются по пептидному составу, что следует учитывать
при оценке их пригодности для использования в разных отрас-
лях хозяйства.

Работа выполнена под руководством проф. А.И. Кёстнера.

Использо- Состав гидролизата в процентах Степень
ванный
препарат ММОООО 10000>М>5000 5000>М>1000 М<1000

конверсии
после
6-часово-
го гид-
ролиза

Мезентерии
свободный 61 18 II 10 23
иммобили-
зованный 53 17 15 15 26
Протосуб-
тилин
свобо.дный 50 16 16 18 22
иммобили-
зованный 51 18 13 18 20
Щелочная
протеаза
Ладыжинско
го завода
свободная 58 15 9 18 15
иммобили-
зованная 66 12 6 16 14
Термофиль-
ная проте-
аза из
Actinomy-
ces vulga-
ris
иммобили-
зованная 10 23 43 24 20
Панкреатин
свободный 50 18 18 14 27
иммобили-
зованный 53 23 II 13 25
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A. Erin

The Use of Bacterial Proteases for

Casein Hydrolysis

Summary

The enzymatic hydrolysis of the 2 pO solutions of
casein with the help of several bacterial proteases and
pancreatic complex in native and immobilized form has been
investigated. The enzymes have been bound to siliceous po-
rous carrier Silochrome CK-1,5 after modification with
polymer. The hydrolysis was followed by the increase of
amine nitrogen determined with trinitrobenzensulfuric acid.
The composition of hydrolysates has been determined by the
method of gel chromatography on Sephadex G-10 and G-25.
The equal final conversion has been achieved with mesen-
terine, protosubtiline or pancreatine.
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TALLIHNA POLtITEHNILISE IHSTITUUDI TOIMETISED

ТРУДЫ ТАЛЛИНСКОГО ПОЛИТЕХНИЧЕСКОГО ИНСТИТУТА

УДК 577.155.3.02

М.О. Мандель

КИНЕТИКА ГВДРОЛИЗА БЕНЗИЛПЕНИЦИЛЛИНА
С ПРИМЕНЕНИЕМ ИММОБИЛИЗОВАННОЙ ПЕНИЦИЛЛИНАМВДАЗЫ

Математическое описание гидролиза бензилпенициллина
СБП) с помощью иммобилизованной пенициллинамидазы СИПА)
необходимо для расчета условий проведения гидролиза БП
в лабораторных и промышленных реакторах, для проектирова-
ния технологического оборудования и т.п. Изучению ки-
нетических свойств нативной ПА посвящего много работ, од-
нако исследованию кинетики действия ИПА уделено мало вни-
мания.

Наши предыдущие работы посвящены в основном изучению
некоторых кинетических параметров ИПА [l], на основе ко-
торых создана предварительная модель и соответствующее
формальное кинетическое уравнение Г2] гидролиза БП с при-
менением ИПА. Однако полученное нами сложное кинетическое
уравнение неудобно для практических расчетов.

Предметом изучения настоящего сообщения является про-
верка разработанных ранее обобщенных кинетических уравне-
ний СЗ, 41 для описания кинетики действия ИПА.

Материалы и методы

Исходные материалы и методика иммобилизации ПА вклю-
чением фермента в модифицированный полиакриламидный гель
СПААГ) описаны в работе Сsl.

Гидролиз БП проводили в стандартных условиях в объеме
400 мл при 40 °С и pH 7,5-7,8 в режиме рН-статирования,
нейтрализуя образовавшееся одно из продуктов гидролиза

Работа выполнена под руководством .Э.Х. Сиймера.
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БП - фенилуксусной кислоты 12,5 %-нш раствором аммиака.
Соотношения ИПА: раствор составляли до 20 % по весу. В хо-
де процесса регистрировали расход щелочи и определяли кон-
центрацию накопившегося второго продукта - б-аминопеницил-
лановой кислоты Сб-АПК) колориметрическим методом [6].

Результаты и обсуждение

Специальными опытами, проведенными классическим спо-
собом исследования ингибиторов, введением их различных ко-
личеств в исходные растворы БП, обнаружено, что субстрат
БП является слабым ингибитором, ФУК - сильным конкурентным
и б-АПК - слабым неконкурентным ингибитором фермента.

На основе опытных данных можно представить гидролиз
БП, катализируемой ИПА, следующей моделью (фиг. I):

Фиг.l. Модель гидролиза бензилпенициллина.

TT w ~ Ф*К ~6-АПК |< ЬЧерез K s , К- , Kj, и К м = -~— J- (фиг. I)
обозначены константы ингибирования субстратом БП, продукта-
ми ФУК и б-АПК и константа Михаэлиса-Ментен.

Анализ зависимости начальной скорости гидролиза БП,ка-
тализируемого ИЛА, показал, что кинетика реакции так же, как
и в случае ПА,подчиняется уравнению Михаэлиса-Ментен, еслине использовать высокие концентрации субстрата, при которых
ингибирование субстратом будет заметным. Вычисляемая вели-
чина константы Михаэлиса-Ментен, найденная для ИЛА в интер-
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Вале концентрации БП 0,3-500 мМ, равна 0,39 мМ (размеры час-
тиц 0,2-0,4 мм) LI3. Однако для препаратов ИПА, полученных
включением ПА в гель в присутствии бифункционального моди-
фикатора, характерна зависимость активности от размера гра-
нул. Более подробное изучение этого явления указывает на
существование диффузионных затруднений движения субстрата
и продуктов гидролиза БП в пространстве ПААТ. Уменьшение
диаметра зерен ИПА Сфиг. 2) приводит к изменению наблюдае-
мых эффективных кинетических параметров. Найденная по на-
чальным скоростям гидролиза БП при различных его концентра-
циях СО,OI-100 мМ) эффективная константа Михаэлиса-Ментен с
уменьшением диаметра гранул ИПА постепенно приближается к
той же величине для нативной ПА СЮ мкМ). Эта величина со-
гласуется со значением константы С4,б мкМ), найденным в ра-
боте L73 и позволяет заключить, что процесс иммобилизации
ПА не изменяет истинных кинетических свойств самого фермен-
та. С практической точки зрения представляет интерес тот
факт, что уменьшение размеров гранул сказывается в увеличе-
нии максимальной эффективной скорости С фф фиг. 2А) и
изменяет общую эффективность гидролиза БП ( VД фф

/ К*фф
, фиг.

2 Б). Процесс уменьшения размеров зерен катализатора практи-

Фиг. 2. Влияние диаметра зерен иммобилизованной пенициллинамидаэы
на эффективные кинетические параметры.
А. Максимальная эффективная скорость гидролиза (1) и эффек-

тивная константа Михаэлиса-Ментен (2) в зависимости от диа-
метра катализатора.
Б. Соотношения максимальной скорости гидролиза на величину
Михаэлиса-Ментен.
Условия определения: pH 7,5, 40 С, 0,1 М KOI

,
концен-

трация субстрата 0,1-100 мМ.
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чески имеет место в реакторах с перемешиванием и это явле-
ние надо учитывать при интерпретации кинетических данных.

Из вышеприведенного следует, что в условиях наличия
диффузионного сопротивления к полученным кинетическим дан-
ным надо относиться с большой осторожностью; их применение
при объяснении истинной кинетики действия ПА может привес-
ти к неправильным выводам. Однако полученные нами в кон-
кретных условиях (размеры частиц) эффективные параметры
могут быть основой для уравнений прикладного характера.

Согласно модели на фиг. I можно скорость образования
продуктов лу из БП описать уравнением (I);

k.„ T tE],,tS] CI)

Кfl +
EPJ +

ГРг] гдтЛ СРг] [s] \

ЧKf KfH I KV wk Kf ]

где k KQT
- эффективная величина константы скорости;

[ЕЛ 0
- концентрация фермента

или выразив через максимальную скорость (активность ИЛА)-
V M -kKeT

CE]
0 .

Приведенные концентрации обозначены: [S3
- БП, СР,] -

ФУК, [Р]- б-АПК. Выражая степень конверсии субстрата X
через концентрации продуктов при условии, где СР,] = [Рг], Х =

= [SJ
0-[S]/ ES3 0

= [PJ / LS 30 и учитывая закономерности, приве-
денные в статьях СЗ, 41, уравнение (2) можно представить в
обобщенном виде (ур. 2), где коэффициенты превращаются в
следующие функции (3, 4,5);

v =
С2)

а + bx-t-cx2-’

а = \ + Лм +
РOl СЗ)

cs: 0 к| п ’

ь =
+ -1, С4)

I v 'ч
Ь ~ J • С5)

В конкретных условиях проведения гидролиза БП значения
констант диссоциации могут быть определены либо анализом
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полных кинетических кривых процесса, либо общепринятым ме-
тодом начальных скоростей. В этом случае величины коэффи-
циентов а, b и с могут быть вычислены по уравнениям СЗ-5).
Например, при гидролизе ИЛА, полученной включением фермен-
та в ПААТ в присутствии бифункционального реагента с разме-
рами частиц 0,2-0,4 мм, эффективные константы диссоциации
имеют следующие значения:
К м = 3,9-Ю'4 М. KfK

= 1,6-КГ3 М, С" = 0,15 М, К|п
=

= 0,98 М.
Делением уравнения (2) на коэффициент а получаем ураВ'

нение, выражающее зависимость относительной скорости VOTH
=

= от степени конверсии субстрата

v = , (6)
отн

+ m^X 2

где т, = b/а, т 2 = о/а .

Численные решения уравнения С2) при различных концентрациях
БП показывают, что расчетные данные хорошо совпадают с экс-
периментально найденными данными в изучаемых нами пределах
концентрации БП до 0,3 М Сфиг. 3).

Фиг. 3. Относительная скорость гидролиза бензилпешшиллина с помощью"

иммобилизованной пенидиллинамидазы в зависимости от степени
конверсии при различных исходных концентрациях.
Сплошные линии кривых найдены по следующим уравнениям
(yp- 1).

1 - 'Гпт ..

при [S] n =O3 M;01,4 1 + 1,2X -1,27 Х г K 0

2 - v OTH = Ы
,

при Ls ] о = ОЛМ;
°™ 1 + 0,118 X-0,64 X*

Ъ - VOTM = —> ■. при [5]
0

= 0,0015 М .OТИ 1 - 0,76 X -0,006Х* 0

Анализ из уравнений С4) и С5) зависимостей Ь и с пока-
зывает, что в используемом интервале концентраций БП эти
коэффициенты линейно зависят от концентрации субстрата
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Сфиг, 4). Зависимость коэффициента а проходит через мини-
мальное значение и резко возрастает в условиях, когда
м К .гч м

Фиг. 4. Расчетные кривые, найденные для иммобилизованной ценициллнн-
амидаэы по ур. (3-5) для зависимостей коэффициентов а ,

Ь и с от концентрации бензнлпенициллина.

С прикладной точки зрения важным параметром при гидро-
лизе БП является общее время проведения процесса. После ин-
тегрирования уравнения С2) в начальных условиях т 0 = 0 и

X = 0, получаем С6):

= -(а + b +с) In (1 -X)-(b+ с) X - -|Х 2
,

Сб)
LoJ q

где тг - общая продолжительность гидролиза.
При гидролизе 5 %-ного раствора БП (130 мМ) целью мо-

жет быть, например, достижение 90 /5-ной конверсии СХ =0,90)



Фиг. 5.

Влияние концентрации иммо-
билизованной пенипиплинами-
дазы на время продолжитель-

ности гидролиза 5% бензил-
пеншшллина в реакторе с пе-
ремешиванием. Непрерывная

линия - теоретическая кри-
вая, найденная по уравнению
(7).

В этом случае необходимая про-
должительность реакции Сможет
быть вычислена по уравнению С7),
легко получаемому из уравнения
(6) после введения численных
значений а,Ь и с.

*с* = const'[S] 0 /VM =

(7)
= 2,08-130/V

M
=27l/V M

.

Как показали наши многочис-
ленные опыты гидролиза 5 % БП
с применением ИЛА, уравнениеС7)
удовлетворительно описывает
продолжительность гидролиза при
различных активностях реактора
С при различных количествах вве-
денной ИЛА).
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M. Mandel

Kinetics of the Benzylpenicillin Hydrolysis

Using the Immobilized Penicillin Amidase

Summary

It has been shown that the hydrolysis of benzylpeni-
cillin catalyzed by the immobilized penicillin amidase can
be described by means of the generalized kinetic equation.
On the basis of this equation the relative rate and the
time of the reaction can be calculated.

The experimental data have been compared with the cal-
culations.

92



93

№ 510
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ИММОБИЛИЗАЦИЯ НЕКОТОРЫХ ПРОТЕОЛИТИЧЕСКИХ ФЕРМЕНТОВ
МИКРООРГАНИЗМОВ НА МОЛИФИЦИРОВАВНЫХ НЕОРГАНИЧЕСКИХ
НОСИТЕЛЯХ

Ферментные препараты, в том числе протеолитические фер-
менты микроорганизмов, находят все более широкое применение
в медицине, в легкой, пищевой и фармацевтической промышлен-
ности, а также в сельском хозяйстве. Одним актуальным во-
просом современной науки и техники является получение стан-
дартных гидролизатов белковых веществ. В литературе описаны
возможности получения гидролизатов казеина при помощи ще-
лочных микробиальных ферментов Сl-3]. Во многих случаях(на-
пример,в случае непрерывных процессов в специальных реак-
торах) более целесообразно было бы использование иммобили-
зованных форм этих ферментов.

Для гидролиза высокомолекулярных субстратов - белко-
вых веществ - целесообразно использовать препараты протеаз,
иммобилизованные на кремнеземные носители, удельная поверх-
ность и размеры пор которых определены C4D. При этом первым
существенным этапом является активация неорганического но-
сителя. Для преграждения инактивирующего влияния кремнезем-
ного материала на протеазы, а также для увеличения механи-
ческой устойчивости каркаса носителя и повышения реакционно-
способности поверхность пор можно покрывать пленкой актив-
ного водонерастворимого полимера С5-7].

Целью настоящей работы являлась разработка методов им-
мобилизации некоторых щелочных микробных протеаз на разных
модифицированных полимерами кремнеземных носителях, а также
изучение стабильности полученных препаратов.
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Материалы и методы

В качестве носителей использовали макропористые крем-
неземные материалы - силохром марки СХ-1,5 и силикагели
марки MCA-1500 и МСА-2500 - производства Горьковского опыт-
ного завода ВНИИНП.

Альдегидеэнзимохром марки С-400 - получен от ВНИИ лю-
минофоров г. Ставрополя.

Пористое стекло (МПС 1600 ГХ) - получено от ВНИИ осо-
бо чистых биопрепаратов г. Ленинграда.

Модифицирование кремнеземных носителей разными поли-
мерными смолами разработано в Таллинском политехническом
институте в сотрудничестве с ВНИИ прикладной биохимии НПО
"Биохимреактив". В качестве полимеров использовали эпок-
сидные и резольные смолы.

В качестве исходных ферментов использовали протомезен-
терин с удельной активностью 7330 нкат/г и протосубтилин
Г Юх Вильнюсского ферментного завода с удельной активно-
стью 183300 нкат/г и щелочная протеиназа Ладыжинского завода
с удельной активностью 13830 нкат/г.

Протосубтилин Г Юх очищали хроматографией на сефадек-
се Г-50.

Определение протеолитической активности изучаемых фер-
ментов проводили по модифицированному методу Ансона на
2 %—ном растворе казеина при pH 8,5 или 9,5 и температуре
30 °С. Иммобилизацию ферментов проводили по способу, опи-
санному в нашей ранней работе СB]. В данной работе фермент
контактировали с носителем в течение 20 часов.

Стабильность препаратов оценивали по остаточной ак-
тивности после промывки препаратов в колонке 2 %-шм суб-
стратом в течение 24 часов при 22 °С.

Результаты и обсуждение

Основные результаты иммобилизации некоторых щелочных
протеиназ микробиального происхождения на модифицированных
полимерами неорганических носителях приведены в таблице I.

Как видно из таблицы I, довольно высокие показатели
иммобилизации достигнуты в случае иммобилизации щелочной
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Результаты
иммобилизации

некоторых
протеолитическихферментов

микроорганизмовна

модифицированных
силохромах

Т
а

блица
I

Характеристика носителя
Активирующий реагент

Фермент

Активность иммобилизован- ного
препара-

та,
нкат/г

Выход
ак- тивности, %

Активность
пос-

ле
промывки

„

субстратом нкат/г
%

СХ-1,5,
эпоксидная

ГА
Х

щелочная
протеи-

смола

наза

315

15,0

175

55,6

СХ-1,5,
эпоксидная
ЛИДА2
*

щелочная

смола

протеиназа

321,7

25,7

121,7
37,8

СХ-1,5,
резольная
ГА

щелочная

смола

протеиназа

493,3

40,4

156,7
31,8

СХ-1,5,
резольная

п-бензохинон
щелочная

смола

протеиназа

300

24,5

101,7
33,9

СХ-1,5,
резольная

п-бензохинон
протомезентерин

236,7

72,1

161,7
68,3

смола СХ-1,5,
резольная

п-бензохинон
протосубтилин

смола

Г
Юх

125

17,7

106,7
85,4

х
ГА

-глутаровый
диальдегид

**

ЛИЦА
-.диизоцианатадипиновой

кислоты



протеиназы и протомезентерина. Высокие выходы активности
и удовлетворительная стабильность иммобилизованных препа-
ратов объясняются тем, что поверхность пористого неорга-
нического материала покрыта высокоактивной полимерной
пленкой, способной к реакции с белковыми макромолекулами,
в частности, с первичными аминогруппами лизина. Можно пред-
полагать, что полимерная пленка на носителе, с одной сто-
роны, препятствует инактивирующему влиянию кремнеземного ма-
териала на фермент и с другой стороны,укрепляет каркас по-
ристого материала (фиг. I).

Для получения более актив-
ных препаратов протосубтилина
Г 10х его очищали гель-хромато-
графически на сефадексе Г-50.
Выход по активности фермента
90-95 %.

После отделения пигмента
смесь активных фракций концент-
рировали при помощи прибора
"Millipore", используя мембран-
ный фильтр "PSAC". В ходе
ультрафильтрации ферментный ра-
створ в незначительной мере
освободился от белковых фракций,
молекулярный вес которых ниже,
чем у ферментного комплекса. Пр-
отеолитическая активность раство-
ра, прощедшего через ультрафильтр,
практически равнялась нулю. В ре-
зультате концентрации достигли
повышения активности в 2,2-2,7 ра-
за. После ультрафидьтрации ферменч
ный раствор лиофилизировали. При
ли офилизащи концентрированных

, Фиг. 1. Принципиальная схема
связывания ферментов
с поверхностью макро-
пористых носителей}
А - непосредственная
активация поверхности}

Т- Б - связывание на по-
крытых полимерами но-
сителях.

растворов получены очищенные ферментные препараты с удель-
ной активностью на 20-25 % при лиофи лизащи не-
концентрированных растворов.

В результате очистки удельная активность ферментного
комплекса повышалась в 2,5-3,2 раза.
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Таблица
2

Результаты
иммобилизации

протосубтилина
Г
Юх
на

различных
кремнеземныхносителях

Характеристика носителя-
Активная
груп-

па
или

активи-
рующий
реагент

Активность
им- мобилизованного препарата,•

нкат/г

Выход
актив- ности,

%

Активность
пос, субстрато нкат/г
ле

промывки
л

MCA-
1500,

эпоксид-
ГА

ная
смола

MCA-
2500,
эпоксид-

155

16,1

126,7

81,7

кая
смола

ГА

170

17,6

138,3

81,4

МПС
1600

ГХ,
эпок-

сиднаясмола
*ШС

1600
ГХ,

ГА

225

14,0

91,7

40,8

эпоксиднаясмола
Альдеги
д
оэнзимо-

ГА

101,7

20,5

73,3

72.1

хром
С-400 СХ-1,5,

-СНО

151,7

16,4

68,3

45,0

эпоксиднаясмола
*СХ-1,5,

ГА

330

36,3

266,7

80,8

эпоксиднаясмола
СХ-1,5,

ГА

210

49,2

160

76,2

эпоксиднаясмола
СХ-1,5,

ГА

190

25,2

165

86,8

эпоксиднаясмола
п-бензохинон
180

х
иммобилизован

неочищенный
фермент

23,9

131,7

73,2
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Как видно из данных таблицы 2, для получения высоко-
активных препаратов целесообразной является иммобилизация
очищенного протосубтилина Г 10х. При сравнении результа-
тов иммобилизации на разных кремнеземистых материалах вы-
является, что активность препаратов протосубтилина, им-
мобилизованного на модифицированном силохроме, превышает
активность препаратов, полученных на модифицированном си-
ликагеле или на пористом стекле. Это,по-видимому, связано
с меньшей удельной поверхностью последних.

Из вышесказанного следует, что на основе кремнезем-
ных материалов, модифицированных полимерами, можно полу-
чить довольно активные и стабильные иммобилизованные пре-
параты протеолитических ферментов микроорганизмов, кото-
рые могут быть рекомендованы для гидролиза высокомолекуляр-
ных субстратов. .

Литература

1. Поспелова В.В., Ра хин ов а Н.Г.,
Б о р о шил и н а Н.А. Ферментативный (протосубтилино-
вый) гидролизат казеина как основа питательных сред .для
изготовления бактерийных биопрепаратов. Тезисы докладов
Второго всесоюзного совещания по ферментам микроорганизмов.
Шнек, 1978, часть 11, с, 115.

2. Калашникова Н.А., Гр е б ешо в а Р.Н.
Виноградова И.Н. Микробные протеазы при получе-
нии сухих гидролизатов казеина. Тезисы докладов Второго
всесоюзного совещания по ферментам микроорганизмов. Минск,
1978, часть 11, с. 165.

3. RuttloffjH, , Zickler,]?,, В е h n -

k е , U. Zur Gewinnung and Charakterisierang von Protease
aus Thermoactlnomyces vulgaris fiir den Nahrungsgiitersektor,
- Abh. Akad, Wiss, DDR, Abt, Math, Naturwiss, Techn,, 1978,
N 1, s. 199.

4. Кип пе р Х.Я., Его р о в Х.Р., Ки в и -

сияла К,А. Характеристика модифицированных полимера-
ми неорганических носителей, - Тр. Таллинок. г подитехн.
ин-та, 1979, № 465, с. 33-39.

5. Е г о р о в Х.Р. ,Кивиоидда К.А., Ки п-
пе р Х.Я., Эрин А.Э., Кё с тн ер А,И, Изучение



иммобилизации протеаз на кремнеземных материалах. - Тр.Таллинок, политехи, ин-та, 1977, № 424, с. 29-34.
6. Pat. N 1480668 (Brit). Inorganic materials coated

with epoxy resins / Rhone-Poulence Industries; Meiller F,
- 30.08.1974, 28.08.1975; 01. C 01 В 33/12, CO 1 F 7/02*
0 08G59/10. ’

7. Pat, N 1342186 (Brit,). Enzyme complexes / Nestle
S.A., 5.06. 1972, 28.12.1973; 01. C3H3, OSH 1/02.

8. Кип пе р Х.Я. , Эрин А.Э., Егоров х.Р.,Кивисилла К.А., Кёст не р А.И. Получение ак-тивированных изоцианатами кремнеземных носителей для иммо-
билизации ферментов. - Тр, Таллинок, политехи, ин-та 1976
№402, с. 21-28.

K. Kivisilla H. Kipper

Immobilization of Some Microbial Proteases

on Modified Siliceous Carriers

Summary

The immobilization of some microbial proteases (proto-
subtilin, protomesenterin and alcalic protease) to modified
siliceous carriers have been investigated. Silochrome, sili-
cogel and porous glass, modified with epoxy or phenolformal-
dehyde resins, have been used as carriers.

The best results have been obtained immobilizing the
purified protosubtilin to the silochrome, modified with
epoxy resin.
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ТАЬЫША POLiJTEHHILISE INSTITUUDI TOIMETISED

ТРУДЫ ТАЛЛИНСКОГО ПОЛИТЕХНИЧЕСКОГО института

УДК 577.153.002.237

Х.Я. Арунийт

ИССЛЕДОВАНИЕ КИНЕТИКИ ГВДРОЛИЗА АЦЕТИЛПРOИЗВOДНЫХ
АМИНОКИСЛОТ ПОД ДЕЙСТВИЕМ АМЙНОАЦИЛАЗЫ

Аминоацилаза О®.3.5. 1.14) является ферментом, кото-
рый применяется для разделения различных рацемических сме-
сей аминокислот 11, 2]. Аминоацилаза иммобилизована на
разных носителях, применяя разные способы СЗ, 4]. Для це-
лесообразного выбора условий работы с препаратами в техно-
логических процессах необходимо иметь количественную ха-
рактеристику глубокого гидролиза раствора субстрата. Для
большинства ферментативных реакций характерно ингибирова-
ние продуктами реакции и субстратом.

Целью настоящей работы мы ставили выяснение количест-
венной характеристики кинетики глубокого гидролиза некото-
рых типичных субстратов нативной и иммобилизованной амино-
ацилазой.

Материалы и методы

Применяли препарат аминоацилазы из свиных почек про-
изводства Олайнского завода химреактивов с активностью
1000 Е/г. Иммобилизацию фермента в полиакриламидный гель .

проводили по разработанной нами методике С53. Исследован
гидролиз растворов ацетил-D,L -метионина, ацетил-D, L-ва-
лина и ацетил-D,L -аланина. Данные субстраты были синтези-
рованы нами ацетилированием аминокислоты с помощью уксус-
ного ангцдрида. Растворы субстратов приготовлены в 0,1-мо-
лярном фосфатном буфере с pH 7,3.

Опыты проводили в реакторе перемешивания (объемом
100 мд) с активным ротором периодического действия при
температуре 37 °С. В реактор вводили 2,5-3,0 г иммобилизо-
ванной ацилазы. За скоростью процесса наблюдали по осво-
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бождению L -аминокислоты. Концентрация образующейся амино-
кислоты определялась нингидринным реактивом и спектрофото-
метрированием при 57С нм.

Скорость гидролиза v определялась графическим диффе-
ренцированием зависимости концентрации L -аминокислоты от
продолжительности реакции. Начальную скорость v 0 вычисляли
экстраполяцией по методу Сб].

Результаты и обсуждение

Исследовали кинетику глубокого гидролиза ацетил-D, L-
-метионина, ацетил-D,L -валина, и ацетил-D,L-аланина в ре-
акторе перемешивания как с иммобилизованной, так и нативной
аминоацилаэой.

Членом нашего коллектива Э.Х. Сиймером ранее доказано,
что для односубстратных ферментативных реакций при возмож-
ном ингибировании продуктами и субстратом действительно об-
общенное кинетическое уравнение L7];

V ~

а+ЬХ + сХ 2 ’ (I)

где v - скорость реакции*,
V m - максимальная скорость реакции;
X - степень конверсии субстрата;

а,Ь,с - коэффициенты, зависящие от констант ингибирова-
ния и исходной концентрации субстрата.

Так как начальная скоростьС при X » 0) равна —то урав-
нение CI) можно преобразовать для расчета относительной
скорости v йтн :

v =
l-X

отн vo l + +rr^X 2 ' 2)

Для установления значений т 1 ит 2 из уравнения С2)
существует несколько способов. Известно, что при отсутст-
вии ингибирования субстратом и при условии [S 0 ] »кт ко-
эффициенты ггц и т 2 линейно зависят от CS0

];

m 1 = е + f [So ]
,

СЗ)

m 2 =g[So]. С4)
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В этом случае уравнение С2) превращается в вид

v = . . (5)оТн i+(e+fCSo ])X + gCS0
]X2 v '

Из экспериментальных данных зависимости концентрации про-
дукта от времени путем графического дифференцирования и
путем несложного расчета найдены значения относительной
скорости для реакции гидролиза ацетилметионина и ацетилва-
лина, катализируемых нативной аминоацилаэой.

Из полученных при трех-четырех разных концентрациях суб-
страта кинетических кривых с помощью предложенного ранее
статистического анализа [B] найдены основные коэффициенты е,
f, q по уравнению (s),которые приведены в таблице I„По этим
коэффициентам можно рассчитать зависимые от концентрации
субстрата коэффициенты гл, итг из уравнения СЗ, 4) для
любых концентраций субстрата.

Таблица I
Значения коэффициентов e,f и q,m,,m 2 для

нативной аминоацилазы

По этим коэффициентам Стабл. I) рассчитаны сплошными
линиями изображенные на фиг. I кривые.

Показатели КонЦент- Субстраты
рация
субстра-
та

ацетил-
метионин

ацетилвалин

Основные коэффициенты:
е - -0,99 +1,45
f - +0,44 +7,17
9 - +1,53 -9,59

Зависимые от концент-
рации субстрата ко-эффициенты:

mi 0,2 -0,90 -2,88
тг 0,30 1,92
™i 0.4 -0,81 -

тг 0,61
m i 0,5 - -5,03
т г 4,80



Как видно из фигуры I,
расчетные кривые, найденные
по уравнению С2) с использо-
ванием величин т 1 и т г,удо-
влетворительно описывают
функцию относительной ско-
рости.

Анализ общего хода ки-
нетических кривых и сравне-
ние значений основных кине-
тических констант показыва-
ют, что в случае обоих суб-
стратов наблюдается значи-
тельное ингибирование про-
дуктами. В случае гидролиза
ацетилвалина ингибирование
является существенным (де-
монстрируется отрицательной
кривизной на графике I),

Фиг. 1. Относительная скорость реак-
ции при гидролизе С,2-моляр-
ного ацетил- D,L -метионина
( О ) и o,2—молярного ацетил-

ов -валина (в) в зависи-
мости от степени конверсии с
помощью нативной аминоанн-
лазы.

Для получения сравнительных данных провели исследова-
ние кинетики глубокого гидролиза ацетилметионина и ацетил-
валина с помощью иммобилизованной аминоадилазы.

Основные результаты приведены на фигурах 2 и 3, из
которых видно, что изображенные кривые сходны с соответст-
вующими кривыми, которые были получены указанными субстра-
тами при использовании нативного фермента. Следовательно,
при иммобилизации аминоацилазы в полиакриламидный гель не-
значительно меняется сходство фермента с его продуктами.

Таким образом, можно описать кинетику глубокого гид-
ролиза ацетиламинокислот, гидролизуемых нативной или иммо-
билизованной аминоацилаэой уравнением Э.Х. Сиймера, а при
разных субстратах кинетика гидролиза является довольно раз-
личной. Аминоацилаза проявляет довольно различное сходство
с разными аминокислотами - продуктами.

Полученные данные следует учитывать при практическом
применении аминоацилазы для гидролиза аминокислот. Таким
образом, например, при гидролизе ацетилв&лина необходимо
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строже следить за отделением продукта от реакционной сре-
ды, чем при ацетилаланине или ацетилметионине.

Фиг. 2. Относительная скорость
реакции при гидролизе
0,2-молярного ацэтил-
D L -метионина в зави-
симости от степени
конверсии.
• - с помощью натив-

ной аминоацилазы,
О - с помощью иммо-

билизованной аминоагшла-
зы.

Фиг. 3, Относительная скорость реак-
ции при гидролизе 0,2-моляр-
ного ацетил- D,L -валина в за-
висимости от степени конвер-

сии.
• - с помощью нативной ами-

ноацилазы,
О - с помощью иммобшхиэо- .

ванной аминоацилазы.

Автор выражает благодарность Э.Х. Сиймеру за оказан-
ную помощь при теоретической обработке экспериментальных
данных.
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H. Aruniit

Investigation of Reaction Characteristics of

Acylated D,L-araino Acids Hydrolysis with

Native and Immobilized Aminoacylases

Summary

The kinetics of hydrolysis of acetyl-D,L-methionine
and acetyl-D,L-valine by native and immobilized aminoacy-
lases at 37 °C in laboratory scale batch has been investi-
gated. The experimental results obtained may well be des-
cribed by the equation of E. Siimer. This equation has been
suggested to describe the integral kinetics of enzymatic
reactions. The experiments have shown that the products
formed in the hydrolysis of acylated D,L-amino acids may
serve as inhibitors whereas L-valine has proved to be a
stronger inhibitor than L-methionine.
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* 510
ТАЬЫША POLUTEHNILISE INSTITUUDI TOHETISED

ТРУДЫ ТАЛЛИНСКОГО ПОЛИТЕХНИЧЕСКОГО ИНСТИТУТА

УДК 66.097.64

Э.Н. Теаро Э.Г. Уус Л.А. Иосуа

О ВЛИЯНИИ ПУЛЬСИРУЮЩЕГО ВАКУУМА НА ПРОЦЕССЫ
С ИММОБИЛИЗОВАННЫМИ ФЕРМЕНТАМИ

В процессах с иммобилизованными ферментами скорость
превращения субстрата определяется не только скоростью хи-
мической реакции, но и скоростью диффузии субстрата из об-
щей реакционной массы к поверхности твердого катализатора
(внешняя диффузия) и диффузией внутри зерен катализатора
(внутренняя диффузия). В случае тонкопористых катализато-
ров и больших молекулярных масс субстрата скорость проте-
кания процесса, как правило, определяется диффузионными
сопротивлениями, а не кинетикой реакции.

Диффузионное сопротивление реакции зависит от гидро-
динамического режима в реакционном аппарате и свойств ка-
тализатора.

В проточных барботажных реакторах при скорости воз-
духа свыше б см в минуту Ссм 3/см£*мин) внешнедиффузионное
сопротивление практически отсутствует СП,

Внутридиффузионное сопротивление зависит в основном
от структуры катализатора (носителя), т.е, от размеров
зерен и пор и свойств субстрата.

При рассмотрении вопросов внутридиффуэионного сопро-
тивления твердых катализаторов целесообразно вцделить со-
противление капилляров.

Такая постановка оказывается целесообразной потому,
что большинство катализаторов с ферментами, иммобилизован-
ными на неорганических носителях или включенных в матрицы
гелеобразных продуктов, можно рассматривать как гранулы,
пронизанные порами или микрокапиллярами.
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Гидродинамические условия движения субстратов около
поверхности таких гранул и внутри их пор или капилляров
при этом всегда будут существенно различными, особенно,ес-
ли радиус капилляров меньше толщины пограничного сдоя.
Различными должны быть и способы, позволяющие интенсифици-
ровать процессы массопередачи у поверхности гранул и внут-
ри пор катализатора.

Воздействие на движение жидкости внутри капилляров по-
ристых тел до сих пор мало изучено. Это движение обусловле-
но, очевидно, в обычных условиях только молекулярным меха-
низмом, так как любые турбулентные пульсации внешней среды
затухают уже в гидродинамическом пограничном слое и не до-
стигают поверхности твердого тела.

Тем более является еще менее вероятной возможность
воздействовать на движение жидкости вцутри капилляров зерен
путем обычного механического перемешивания жидкости.

Воздействие на движение жидкости, заключенной в капил-
ляры, должно лежать на молекулярном уровне или вызываться
силами, возникающими внутри самих капилляров.

Обзор возможных видов движения внутри капиллярно-порис-
тых тел приводится в монографии П.Г. Романкова C2J, причем
подчеркивается, что различные физические эффекты, обуслав-
ливающие это движение, действуют одновременно.

На первое место по своей значимости ставится молекуляр-
ная диффузия, описываемая законом Фика.

При наличии размерности температур и давлений в капил-
лярно-пористых телах возникают дополнительные виды переноса.

В пористых телах всегда имеется некоторое количество
защемленного в капилляре некоцденсирующегося газа Своздуха),
объем которого при изменении температуры будет меняться, в
результате чего жидкость в капилляре проталкивается расши-
ряющимся газом в направлении уменьшения температуры.

Анализ этих видов движения жидкости в капиллярно-порис-
тых телах показывает, что имеется реальная возможность ис-
пользовать некоторые из них для интенсификации продвижения
субстрата внутри зерен катализатора.
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Наиболее реальным является использование расширения
защемленного в капиллярах газа. Однако его расширение бо-
лее удобно осуществлять не за счет изменения температуры,
которая при ферментативных реакциях обычно строго регламен-
тируется, а за счет изменения внешнего давления.

Оказываемое на газ воздействие должно быть знакопере-
менным во, времени и вслед за расширением газа, выталкиваю-
щим субстрат из капилляра, должно следовать его сжатие и
всасывание жидкости в капилляр.

Таким образом, необходима пульсация внешнего давления
системы субстрат-катализатор,

О положительном эффекте применения переменного давле-
ния для интенсификации процессов в системах с твердой фа-
зой свидетельствует его успешное использование в процессах
кристаллизации ГЗ 3 и выращивания микроорганизмов С4, s].

Методы и материалы

Для проверки возможности использования пульсации дав-
ления для интенсификации реакции с иммобилизованными фер-
ментами были проведены лабораторные исследования.

В лабораторных условиях изменение внешнего давления
более удобно производить за счет создания разряжения в си-
стеме, хотя в промышленности может быть применено и избы-
точное давление.

Применение вакуума имеет еще одну положительную сто-
рону. При понижении давления возможно закипание жидкости
при температуре реакции. Кипение, как известно, способству-
ет интенсификации многих гетерогенных процессов, так как
приводит к интенсивному перемешиванию. Известно также, что
при кипении пузырьки пара возникают всегда на центрах па-
рообразования, роль которое выполняют шероховатые поверх-
ности. Поэтоцу есть основание полагать, что пузырьки пара
будут зарождаться на зернах катализатора и, отрываясь от
них, будут разрушаться и турбулизировать пограничный гид-
родинамический и диффузионный слои, способствуя интенсифи-
кации процесса. Возможно при этом образование дузырьков па-
ра я внутри капилляров, что будет создавать вышеупомянутое
пульсационное действие.



Для проведения исследований была создана установка,
которая состояла из двух реакционных сосудов (трехгорлых
круглодонных колб), закрепленных в держателях взбалтываю-
щего устройства и помещенных в два различных термостата,
температура в которых независимо поддерживалась самостоя-
тельными системами регулирования. Один сосуд сообщался че-
рез обратный холодильник с атмосферой. Второй сосуд
через обратный холодильник подключался к системе пульси-
рующего вакуума, которая состояла из вакуумнасоса, ре-
сивера и электромагнитных клапанов для соединения вакуум-
ной системы с атмосферой или реакционным сосудом. Управле-
ние электромагнитными клапанами осуществлялось от команд-
но-электрического прибора КЭП-12У, позволяющего изменять
в широких пределах частоту и амплитуду колебания вакуума
в реакционном сосуде.

Установка позволяла проводить реакцию с иммобилизо-
ванными ферментами в колбах при неподвижном катализаторе
или при строго одинаковых условиях его механического пе-
ремешивания, создавать одинаковые средние температурные
условия в сосудах, отбирать пробы субстрата для исследо-
вания скорости превращения в зависимости от условий про-
ведения реакции.

Исследование интенсификации процессов с иммобилизо-
ванными ферментами при действии пульсирующего вакуума про-
водилось на примере гидролиза казеина и конверсии лактозы.

Гидролиз казеина проводился при помощи панкреатина,
иммобилизованного на силохроме. Активность катализатора
составляла 9-10 ед. на г.

Для экспериментов бралось 1,5 г катализатора на 100 мл
2 %-ного раствора казеина. Глубина гидролиза определялась
через прирост содержания аминного азота, определяемого по
методу формального титрования С63.

Для конверсии лактозы использовалась в качестве ката-
лизатора лактаза из Curvulario inaec^ualls , иммобилизо-
ванная на силавизированном силохроме или включенная в по-
лиакриламидный гель.

Активность первого препарата составляла 46 ед. на г,
второго 10 ед, на г Смкмоль/г мин.).

ПО
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В качестве субстрата использовался 5 %-ный раствор
лактозы в 0,2-молярном ацетатном буфере с pH 4,2. Тем-
пература гидролиза была 50 °С.

Степень конверсии определялась по количеству глюкозы,
образовавшейся в процессе расщепления лактозы [7].

Вышеуказанные параметры проведения процессов гидроли-
за казеина и конверсии лактозы были выбраны на основе ра-
нее выполненных на кафедре технологии пищевых продуктов
ТПИ исследований СB, 9].

Для проведения опытов в реакционные сосуды эксперимен-
тальной установки помещалось одинаковое количество катали-
затора Сот 1,5 до 7 г в различных опытах), добавлялось рав-
ное количество субстрата СЮО мл) и включалось взбалтываю-
щее устройство и вакуумная система. Температура в сосуде
под вакуумом выбиралась такой, чтобы средняя температура
во времени была бы равной температуре в сосуде сравнения,
так как при закипании раствора под вакуумом происходило бы-
строе понижение температуры на 5-10 °С ввиду парообразова-
ния. Из сосудов в ходе реакции отбирались Пробы субстрата и
в них определялись соответственно содержание аминного азо-
та при гидролизе казеина или глюкозы при конверсии лактозы.

Результаты и обсуждение

Результаты некоторых выполненных экспериментов и их
условия приводятся на фигурах I и 2.

Из приведенных данных видно, что при перемешивании ка-
тализатора с субстратом под пульсирующим вакуумом, получен-
ные результаты всегда превосходят аналогичные показатели
под атмосферным давлением.

Из фигуры I видно, что при гидролизе казеина в пульси-
рующем вакууме содержание аминного азота доходит до 1,7 мг
на мл субстрата в течение 3,5 часа. Для получения такого же
количества аминного азота в субстрате под атмосферным дав-
лением требуется около б часов.

При превращении раствора лактозы Сфиг. 2) иммобилизо-
ванной р»-галактозидазой в пульсирующем вакууме в течение
85 мин., степень конверсии доходит до 50 % (кривей! I), при



Фиг. 1. Изменение содержания аминного азота при гидролизе казеина
панкреатином иммобилизованным на сйлохроме с активностью
9,0 Е/Г (1,5 г катализатора на 100 мл 2-процентяого раст-
вора казеина).
1 под пульсирующим вакуумом (вакуум 70 с, кипение 55 с,
атмосферное давление 120 с) при 32—38

qC;
2 - под атмосферным давлением при 35 С.

Фиг. 2. Конверсия лактозы. 1,2 - количество катализатора 3,85 г с актив-
ностью ,46 Е/г на 100 мл 5-процентного раствора лактозы:
3,4 - количество гель-катализатора 3,3 г с активностью 10 Е/г
на 100 мл 5-процентного раствора лактозы.
1 - под пульсирующим вакуумом (вакуум 23 с, кипение 15 с,

атмосферное давление 44 с) при 42-51 С;
2 - под атмосферным давлением при 50 С;
3 - под пульсирующим вакуумом (вакуум 22 с, кипение 12 с,

атмосферное давление 56 с) при 39-51 С;
4 - под атмосферным давлением при 50 С.
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атмосферном давлении для этого требуется 180 минут (кривая
2), При использовании гель-катализатора продолжительность
реакций для достижения степени конверсии 30 % составляет,
соответственно 150 и 220 минут (кривые 3 и 4).

Применение пульсирующего вакуума, таким образом, позво-
ляет интенсифицировать процесс и, следовательно, уменьшить
в 1,5-2 раза время реакции, необходимое для достижения за-
данной степени превращения.

Описанное вше явление открывает принципиально новые
возможности создания эффективной аппаратуры, в которой
перемешивание осуществлялось бы пульсирующим вакуумом.
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E. Tearo E. Uus L. Josua

The Influence of Pulsating Vacuum on the

Processes with Immobilized Enzymes

Summary

In the present paper some ways to promote the movement
of liquids inside the pores and capillaries of fine parti-
culate catalysts are discussed.

The influence of pulsating vacuum on the hydrolysis of
casein and lactose with immobilized pancreatine and ji-ga-
lacdosidase accordingly has been tested.

It has been observed that in pulsating vacuum the
reaction rate with enzymes, immobilized to porous siliceous
carrier or entrapped into polyacrylamide gel, may be in-
creased twofold as compared with the same reactions at the
normal pressure.
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ТРУДЫ ТАЛЛИНСКОГО ПОЛИТЕХНИЧЕСКОГО ИНСТИТУТА
УДК 577.15.04

Р.Б. Лайдсаар Э. Ласло А. Хошке

ИММОЕШЗАДИЯ ГЖКОАШЛАЗЫ НА ОРГАНИЧЕСКИХ
НОСИТЕЛЯХ

Гдюкоамилаза является одним из наиболее широко приме-
няемых ферментных препаратов. С ее помощью в настоящее вре-
мя во всем мире вырабатывается свыше 6 млн. тонн глюкозы в
год С.l]. До настоящего времени этот фермент применяется
главным образом в растворимом виде. Переход от нативной к
иммобилизованной форме позволил бы сэкономить значительное
количество этого фермента. Поэтому иммобилизации этого
фермента посвящено очень много работ. Удовлетворяющий всем
технологическим требованиям способ иммобилизации глкжоами-
лазы до сих пор не разработан. Можно предполагать, что им-
мобилизация на дешевых органических носителях могла бы
быть целесообразной при создании технологического катализа-
тора на основе глюкоамилазы. Это предположение подтвержда-
ется тем, что известный для переработки фермент гликозоизо-
мераза чаще всего иммобилизуется именно этим способом С2].

Целью настоящей работы мы ставили исследование воз-
можностей иммобилизации глюкоамилазы на целлюлозе и с по-
мощью поперечной сшивки с желатином.

Материалы и методы

В работе применялся промышленный препарат глюкоамила-
зы ИЗ Aspergillus Niger производства фирмы "НОВО" (Дания)
ПОД фирменным названием "Amyloglucosidaae Novo 150". В ра-
боте был применен исходный препарат, а также очищенный на-
ми осаждением этиловым спиртом препарат. В ходе спиртового
осаждения мы получили растворы этого фермента с содержани-
ем белка около 80 г/л и удельной активностью 880 Е/мл.В ка-
честве носителей использовалась диэтиламиноцеллюлоза и же-
латин производства фирмы "Реанал" (Венгрия). Для связыва-
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ния ферментов использовался 25 % раствор глутарового альде-
гида производства фирмы "Реанал" (Венгрия). В качестве суб-
стратов фермента применялись растворы малтодекстрина фирмы
"Майзена" и растворы растворимого крахмала фирмы "Мерк"
(ФРГ). Активность препарата определялась на растворах
субстратов с концентрацией 5%, при pH 4,2, при темпера-
туре 20 и 50 °С. Активности
препаратов определялись ко-
лориметрическим способом СЗ]

или с помощью ферментного
электрода С43. Применяемый
ферментный электрод предо-
ставлен кафедрой аналитиче-
ской химии Будапештского
технического университета. Ф:

Для ускорения анализов фер-
ментный электрод был скомпо-
нован автоматической системой
анализа "Контифло". Схема
установки определения актив-
ности приведена на фиг. I.

>иг. 1. Схема исследовательской ап-
паратуры

1 - распределитель проб,
2 - перист, насос,
3 - термост, спираль,
4 - термостат,
5 трубка для отвода воздуха,
6 - ферментный электрод,

7 - поларограф.

Глюкоамила зу иммобилизовали ионообменной адсорбцией
на ДЕАЭ-целлюлозе. Адсорбцию прово.дили в фосфатном буфе-
ре, pH 7,0 в течение 30 мин., при температуре 20 °С. Полу-
чаемый продукт промывали фосфатным буфером для удаления
несвязанного фермента. Для повышения активностей получае-
мых препаратов полученные материалы обрабатывали раствором
глутарового альдегида в течение I часа при тех же буферах.
С целью улучшения механических показателей получаемых пре-
паратов были проведены опыты высушивания препаратов адсорб-
ционно связанного фермента. Сушку препаратов проводили при
комнатной температуре и полученные сухие препараты обраба-
тывали глутаровым альдегидом по вышеизложенному методу. Ис-
пытывали также модификацию адсорбционно связанного фермента
путем обработки раствором желатина. Для этого горячий ра-
створ желатина охлаждали до комнатной температуры и переме-
шивали с адсорбционно связанным ферментом,выдерживая его
при 2 °С до остуживания желатина. Полученная таким образом
масса была формирована экструзией и высушена при комнатной
температуре.



Вся экспериментальная работа проведена на кафедре
сельскохозяйственной химии Будапештского технического унИ”
верситета в рамках программы научного сотрудничества между
Таллинским политехническим институтом и Будапештским тех-
ническим университетом.

Результаты и их обсуждение

Б первой стадии работы исследовали получение и приме-
нение иммобилизованной глюкоамилазы, связанной с носителем
только силами ионной адсорбции. Для этого в вышеописанных
условиях гликоамилазу свя-
зывали с ДЕАЭ-целлюлозой.
Полученный препарат имел ак-
тивность около 100 Е/г влаж-
ного носителя при содержании
сухих веществ в препарате
22 %. В результате адсорбции
связывался 51 % от исходно-
го фермента. Результаты им-
мобилизации можно считать
удовлетворительными. Однако
адсорбированный фермент при
обработке в производственных
условиях концентрации субстра-
та довольно быстро снижается.

Поэтому в дальнейшем нами
были предприняты попытки ста-
билизировать подученный препа-
рат высушиванием, а также об-
работкой глутаровым альдегидом

Фиг. 2. Стабильность адсорб-
ционного связанного
и обработанного с глу-
таровым альдегидом
препарата

глух. альдегидом
обработанный пре-
парат

1. о ’ {конц. субстр.
100 гл ),

2. а (конц. субстр.
300 гл ),

3, О ионически связ.
глюкоамилаза
(конц. субстр.
100 гл\

4, в (конц. субстр.
300 гл ).

и растворами желатина. С целью
изучения возможностей стабилизации иммобилизованного фер-
мента путем сушки полученный адсорбционно связанный препа-
рат высушивали при комнатной температуре. Для сравнения бы-
ла проведена также сушка растворимого фермента после пере-
мешивания нейтрального целлюлозного порошка. Для этого на-
веску I г адсорбционно связанного фермента суспендировали в
0,01 М ацетатном буфере с pH 4,2, добавляли разные кон-
центрации аминоэтилового эфира ДЕАЭ -целлюлозы и высушивали
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при комнатной температуре. Высушенные препараты обрабатыва-
ли глутаровым альдегидом по вышеописанному методу.

Применялась также стабилизация препарата с помощью же-
латина. Для этого свежеприготовленный раствор желатина ох-
лаждали до комнатной температуре, добавляли при перемешива-
нии адсорбционно связанный препарат и аминопроизводные и
выдерживали при 2 °С до полного студнеобразования. Студне-
образный продукт был экструдирован через отверстие с диа-
метром 2мм и высушен при комнатной температуре.

Для характеристики воздействия сушки на препараты была
определена их активность на субстрате при 20-50 °С. Полу-
ченные результаты приведены в таблице I,

Приведенные результаты показывают, что смешивание ра-
створа фермента с нейтральной целлюлозой не меняет ее ак-
тивности, Сушка такого препарата приводит к снижению актив-
ности на 38-40 % без изменения соотношения активности при
разных температурах. При сушке адсорбционно связанного
фермента наблюдается гораздо большая инактивация. Кроме
того, нужно отметить, что адсорбционное связывание фермен-
та снижает относительную активность фермента при повышен-
ных температурах (50 °С). На основе полученных результа-
тов нельзя рекомендовать сушку адсорбционно связанного фер-
мента для стабилизации этого препарата.

В следующих опытах была исследована стабилизация ад-
сорбционно связанного фермента под действием глутарового

Активность препаратов при 20
Табл

°С и 50 °С
и ц а I

Преп. 20 °С 50 °С 50 °с/
актив- инакти- актив- инакти- 'го °сность,

(ртоЦ.
•мин”1)

вадня •

{%)
ность

(pmol* T•мин” 1)

ваши,
{%)

882,8 0 3089,8 0 3,5
865,1 2 3058,9 I 3,5
541,2 38,7 1856,9 39,9 3,4
474,7 0 674,1 0 1.4
115,7 75,6 164,5 75,7 1.4
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альдегида. Для этого адсорбционно связанный фермент был
обработан глутаровым альдегидом по вышеописанной методи-
ке с последующей сушкой при комнатной температуре. Для оп-
ределения стабильности этих препаратов были проведены опы-
ты повторного гидролиза субстрата с двумя разными концент-
рациями. Результаты этих опытов приведены, в таблице 2.

Эти проведенные опыты показывают, что необработанный глута-
ровым альдегидом адсорбционно связанный фермент довольно
быстро смывается с носителя. В частности, это проявляется
при концентрации субстрата 300 г/л. Обработка глутаровым
альдегидом значительно повышает стабильность препаратов.
После пяти циклов работы инактивация препаратов не состав-
ляет более 10 %. На основе этих обнадеживающих результатов
можно принципиально рекомендовать сшивку глутаровым альде-
гидом адсорбционно связанного фермента. Однако значительная
потеря активности при сшивке и сушке подученного препарата
(70 %)заставляет нас испытать дополнительные средства для
стабилизации исследуемого фермента. В этих целях были ис-
пользованы аминные дериваты ДЕАЭ-целлюлозы и желатина.
Результаты опытов приведены в таблице 3.

Т а б лиц
Стабильность иммобилизованной глюкоамилазы

а 2

Препарат Конц.
субстр.
rp.JT 1 I

Глюкоза
TDCX

2

мг» мл" 1
л ы

1 э! 4 5
Ионически
связанный
фермент 100 42,6 39,8 36,1 31,0 27,8
Глутаровым
альдегидом
обработан-
ный препа-
рат 100 12,8 12,6 12,6 II.9 11,5
Ионическисвязанный
фермент 300 110,8 103,7 67,0 29,6 5.4
Глутаровым
альдегидом
обработан-
ный препа-
рат 300 35,4 34,7 33,5 32,6 31,3
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В результате добавления разных количеств аминопроиз-
водных целлюлозы практически все препараты имели одинако-
вую активность ( ~ 25 %), а инактивацию вызывала главным
образом сушка препаратов.

При одновременном добавлении желатина и этиленимин-
производного ДЕАЭ-целлголозы экструзия и сушка препарата вы-
зывали снижение выявляемой активности фермента почти на 60-
70 %. Причина этого состоит вероятно в том, что при переме-
шивании компонентов и их экструзии желатина покрывает носи-
тель в виде тонкой пленки и таким образом, препятствует диф-
фузии молекул субстрата к связанному ферменту. Последующая
обработка препаратов глутаровым альдегидом дополнительно
уменьшает их активность. Сравнивая результаты, можно ска-
зать, что ожидаемый эффект не достигнут. Активность макси-
мальна у препаратов, не содержащих добавочных веществ. Не-
сомненно, что с увеличением концентрации желатина и амино-
производных целлюлозы в препаратах увеличивается остаточ-
ная активность, но введение инертных аминных групп не уве-
личивало в заметной степени активности иммобилизованных фер-
ментных препаратов. Также можно сказать, что механические
свойства, экструдируемость и форма препаратов с желатином
существенно лучше чем без неё.

Табл
Исследование влияния добавленных веществ

и ц а 3

ДЕАЭ
целл.
(гр)

ДЕАЭ
целл.-
амин

(гр)

Жела-
тин(гр)

Cj ш
акт.

к а
ост.акт.

I мл-гр
акт.

Т глут.ал

ост.акт.

1.0 — 115,7 24,1 38,9 8
1.0 0,05 - 129,2 26,9 13,8 28
1.0 0,10 - 127,2 26,9 15,4 3,1
1.0 0,15 - 125,5 25,9 18,6 . 3,4
1.0 0,20 - 125,3 26,1 22,0 4,0

1.0 0,05 0,05 33,6 7,1 11,2 2,4
1.0 0,10 0,10 35,8 7,5 16,1 3.1
1.0 0,15 0,15 43,7 9,3 18,7 3.4
1.0 0,20 0,20 45,4 9,7 20,3 3,7
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Используя полученные результаты в следующих сериях опы-
тов исследовалась оптимизация условий иммобилизации, в ходе
которых изменялась концентрация бифункционального реагента
(глутарового альдегида), количество участвующих в реакции
аминных групп и концентрация желатина.

Использовался связанный на ДЕАЭ-целлюлозе препарат с
активностью 150 Е/г. Количество добавляемых этиленимин ве-
ществ производного ДЕАЭ-целлюлозы и желатина менялось от
О до 45 % по отношению к носителю, количество глутарового
альдегида менялось в интервале от 0,25 до 3,0 мг на г но-
сителя.

Обработку глутаровым альдегидом проводили в фосфатном
буфере (pH 7,0) в течение часа при 2 °С. Иммобилизован-
ные препараты промывали сперва в фосфатном буфере, затем в
Nа-ацетатном буфера ( pH 4,2), препараты хранились в бу-

фере при 4 °С.
Активности экструдированных и обработанных глутаро-

вым альдегидом препаратов приведены в таблице 4.
Исследования вымываемости белка из препаратов проводи-

лись при 50 °С и концентрации субстрата 100 г мальтодекст-
рина на литр, время цикла 2 часа.

Перемешивание компонентов, экструзия и сушка инакти-
вировали препараты без желатина почти одинаково ( ~ 30 %),у
препаратов с желатином инактивация существенно больше (80-
85 %). Относительно влияния глутарового альдегида на I г
сухого носителя достаточно для стабильного связывания фер-
мента. Увеличение концентрации реагента (2,0-3,0 мл/г)
нежелательно ввиду образования излишне большого количества
поперечных связей в матрице носителя, что уменьшает катали-
тическую активность препарата.

Введение в препарат свободных аминных групп для умень-
шения числа поперечных связей оказалось эффективным только
для препаратов без желатина. В случае препаратов,не обрабо-
танных глутаровым альдегидом, уже при концентрации субстрата
100 г/л наблюдалось существенное уменьшение активности
вследствие вымывания фермента. Добавка желатина до концент-
рации 15-20 % существенно улучшала механические свойства
препарата. Полученные результаты показывают, что в дальней-
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Таблица
4

Активность
экструдированных

препаратови

обработанных
глутаровымальдетидом

ДЕАЭ
Желатин,г
ДЕАЭ целл. амин
Сушка

Активность
pmol

глюк*
мин

1
г

1

целл. фер- мент

0,25
|

0,5

|

Глут.альд.
(мл*
г”
1
)

1.0

|

2,0

3,0

10
г 0,2

г

0,4
г

ДНАЭ-целл.-Е+желатин +желат.
108.7

43,9

50,6

68,9

59,0

50,0

10

0,2

-

53,9

П,
I

15,6

20,0

20,6

17,2

10

0,4

-

47,3

9.4

10.
0

8,9

7,8

7,2

10

0.7

-

41,6

10,0

10,0

10,6

10,6

9.4

10

1.0

-

40,2

8,3

7,8

8,9

8,3

7,2

10

0,2

0,2

39,4

11,7

13,3

13,9

13,3

12,2

10

0.4

0,4

38,3

11,7

12,8

11,1

10,6

11,1

10

0.7

0.7

34,9

П,
I

10,6

10,6

8,9

9.4

10

1.0

1,0

33,7

15,6

13,3

12,2

11,1

П,
I
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ших опытах по иммобилизации глшоашлазы нужно исключить
сушку препаратов.

Автор выражает благодарность М.О. Манделю за советы
при проведении экспериментов и А.И. Кёстнеру за помощь
при оформлении рукописи.
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Immobilized Glucamylase

Summary

Glucamylase has been immobilized by means of anion ex-
change on DEAE cellulose with activity yield about 50 pC
and the initial activity up to 880 E/g. However the sta-
bility of the obtained preparation in the process of starch
hydrolysis cannot be considered sufficient.

Enhancing the stability crosslinking with glutar al-
dehyde and adding anionic cellulose derivatives or gelatin
have been investigated. The obtained preparations have also
been extruded and dissicated.
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ТРУДЫ ТАЛЛИНСКОГО ПОЛИТЕХНИЧЕСКОГО ИНСТИТУТА
УДК 577.15.07

В.Н. Федосеев Э.Э. Треуфельдт

ПОЛУЧЕНИЕ И СВОЙСТВА ПРЕПАРАТОВ СОВМЕСТНО
ИММОБИЛИЗОВАННЫХ ГЛЮКОЗООКСВДАЗЫ И КАТАЛАЗЫ

В связи с хорошими диэтическими и технологическими
свойствами фруктозы спрос и потребление ее во всем мире
растут CI, 2], Кроме ферментативной изомеризации глюко-
зы CIJ одним из возможных источников получения фрукто-
зы является инвертный сироп СЗ, 4], получаемый кислотным
или ферментативным Сs] гидролизом сахарозы. Для облегче-
ния процедуры наделения и очистки фруктозы из инвертного
сиропа, представляется целесообразным ферментативное окис-
ление сопутствующей части глюкозы в глюконовую кислоту с
помощью глюкозооксидазы (ГОД), иммобилизуемой, как при-
нято в большинстве подобных работ, совместно с каталазой
Сб, 9]. Каталаза (КАТ), разрушая образуемую глгокозооксида-
зой перекись водорода, защищает ГОД от инактивирующего
влияния последней и одновременно продуцирует кислород, яв-
ляющийся одним из субстратов ГОД. В настоящей работе изу-
чались способы одновременной иммобилизации ГОД и КАТ, а
также свойства полученных препаратов. Целью нашей работы
являлось использование совместно иммобилизованных ГОД и
КАТ для получения химически чистой фруктозы из обогащенных
фруктозой фракций инвертного сиропа путем окисления приме-
си глюкозы в глюконовую кислоту с последующим отделением
её от фруктозы с помощью ионообменной хроматографии.

Материалы и методы

Реактивы, Глюкозооксидаза СК.Ф» 1.1.3.4) и каталаза
СК.Ф. I .II.1.6) - лиофилизированные препараты производст-
ва Каменского спжртзавода с удельной активностью 2000 к
400000 нанокат соответственно. Препарат ГОД содержал
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примесь КАТ с удельной активностью 180-200 мкмоль/мин. Бен-
зохинон - отечественный реактив марки "ч" использовался без
дальнейшей очистки. Акриламид (АА), бисакрилаыид (Бис АА) и
тетраметилэтилендиамин (ТЕМЭД) - реактивы фирмы "Реанал"
(Венгрия). Глутаровый альдегид (ГА) 25 %~ный - производства
фирмы Иерк" (ФРГ). Макропористые кремнеземные носители оте-
чественного производства марки МСА-25,00 и СХ-2. Размеры зе-
рен и .диаметры пор равнялись соответственно 10-80хЮ“4 м и
40-70 нм для ША и 35-5,0х10~ 4 м и 30-50 нм .для СХ-2.

Определение активности йерментов. Активность ГОД опре-
деляли pH-статическим методом в 20 мл 1,5 % раствора глю-
козы при pH 5,8 и 30 °С. При этом проводилось барботиро-
вание реакционной среды воздухом (50 мл/мин). Активность
фермента оценивалась по наклонам прямых скоростей гидролиза
образуемого в ходе реакции 5-дактона после выхода реакции
в стационарный режим.

Активность свободной и связанной каталазы определяли
иодометрическим методом. Измерения проводились в 15 мл
0,05 М фосфатного буфера, содержащего 2*loГ2 М при
20 °С и pH 6,8 в течение 30 или 60 секунд.

Иммобилизация Ферментов. Полимеризационную смесь для
иммобилизации ГОД я КАТ в полиакриламидный гель (ПААТ) при-
готовляли последовательным прибавлением и разведением в
7 мл 0,15 М фосфатного буфера (pH = 7,0) различных аликвот
концентрированных растворов компонентов, необходимых * для
проведения реакции полимеризации ПААТ. Последовательность
внесения компонентов была следующей: раствор ферментов (от
sдо 20 мг/мл),so %—ный раствор АА и Бис АА (9:1),2,5 %-ный
ГА, ТЕМЭД и 50-ный раствор персульфата аммония. К подученной
смеси быстро добавляли отмеренное количество носителя до
получения однородной влажной массы, в которой почти сразу
же начиналось и через 1,5 часа заканчивалось гелеобразова-
ние. Полимеризация проводилась в ледяной ванне. Для на-
хождения оптимальных условий связывания варьировали концен-
трации всех компонентов, а также очередность добавления не-
которых из них.

Ковалентная иммобилизация, как это ранее было описано
в работе Г53, проводилась на силанизированном носителе СХ-2,
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активированном в течение получаса в 3 %-ном спиртовом ра-
створе бензохинона и отмытом от избытка последнего 0,2 М
фосфатным буфером сpH 7,0. Связывание ферментов прово-
дят в том же буфере в течение 2 часов в соотношении 3 мл
буфера на I г влажного носителя, при концентрациях фер-
ментов: 10 мг/мл для ГОД и 1-2 мг/мл для КАТ. Для повы-
шения стабильности препараты после окончания связывания и
промывания обрабатывали в течение 2 часов 0,1 $-ным ра-
створом ГА в фосфатном буфере.

Проведение опытов по окислению глюкозы. Опыты по окис-
лению глюкозы с помощью ГОД и КАТ прово-
дились в 500 мл pH-с татируемом и барботируемом воздухом
(7 л/мин) реакторе. Ход реакции наблюдался с помощью само-
дельного автоматического регистрирующего pH-стата, по-
строенного нами на основе отечественного комплекта титро-
вального оборудования "Т-105", производства Киевского за-
вода аналитических приборов. Поддерживание постоянного
значения pH проводилось с помощью 2 М раствора гидроокиси
аммония.

Результаты и обсуждение

Для нахождения оптимальных условий иммобилизации фер-
ментов в ПААТ использовалось математическое планирование
эксперимента, т.н. дробно-факториальный план эксперимента
CIO2. По этому плану провели 8 опытов иммобилизации, в хо-
де которых варьировали шесть входных данных, а именно,кон-
центрации ГОД, КАТ, мономеров, ГА, ТЕМЭД и персульфата ам-
мония. Б результате проведения оптимизирования определяли
и рекомендовали для связывания следующие концентрации реа-
гентов в вышеперечисленном их порядке; 20,4 мг/мл,
2,9 мг/мл, 7,1 %, 1,5 % г 0,3 %, 0,6 %. Однако несмотря на
варьирование концентраций, а также очередности добавления
компонентов иммобидизационной системы, были получены об-
разцы катализаторов о довольно низкой активностью: 250 -

400 нкат/г по ГОД и 10000-12000 нкат/г по КАТ. Низкие вы-
ходы активностей при иммобилизации ГОД и КАТ в ПААТ побу-
дили нас опробовать как альтернативный метод иммобилизации
ковалентную иммобилизацию этих ферментов на активированном
бензохиноном силавизированном пористом носителе CI-2. Этим
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способом нами получены препараты с активностью 1000 -

1200 нкат/г по ГОД и 25000-30000 нкат/г по КАТ. Выход
активности в препарате составлял таким образом 6-7 %по
ГОД и 6 % по КАТ. Проведенные опыты показали, что оптималь-
ная продолжительность периода связывания равняется 90 мин.
так как дальнейшее её увеличение не приводит к увеличению
активности препаратов. Температурный и pH-оптимум ковалент-
но связанной ГОД равнялись 40 °С и 7,0. Стабильность пре-
паратов ковалентно связанных ГОД и КАТ в ходе хранения при
10 °С и pH 4,6 и 6,8 практически одинакова. В течение
первых 4 суток препараты теряют приблизительно 20-30 %

своей активности, после чего она остается на постоянном
уровне в течение месяца.

Опыты по окислению 10 растворов глюкозы, прове-
денные с препаратами ковалентно иммобилизованных ГОД и КАТ
в pH-ста тируемом и барботируемом воздухом реакторе, пока-
зали, что в реальных рабочих условиях при 30 °С pH 6,0
константа скорости инактивации иммобилизованной ГОД равня-
ется 4,2*Ю“4 с-1

. При pH 5,0 иlB°С в реакционном объе-
ме 150 мл катализатор стабилен в течение 8 циклов. Средняя
продолжительность цикла равнялась 6 часам в случае 15 г
влажного катализатора и 9,5 часам в случае 5 г катализато-
ра. Ход реакции окисления глюкозы с помощью ковалентно им-
мобилизованных ГОД и КАТ представлен графиками на фиг. I.
Проведенные опыты показали также, что увеличение количест-
ва катализатора выше 15 % (по весу) от реакционной среды
при постоянном режиме расхода воздуха в 7 л/мин не приво-
дит более к возрастанию скорости реакции, а значит и к со-
кращению продолжительности цикла более чем, 99 % степени
конверсии субстрата. Кроме того было обнаружено, что ус-
пешное проведение окисления глюкозы возможно даже в очень
вискозном концентрированном растворе моносахаридов, как на-
пример, в 40 %-ном.растворе фруктозы, содержавшем 6 % глюко-
зы. При переходе от 150 мл 40 %-ного раствора к 300 мл
20 %-в.ото раствора продолжительность цикла при 30 °С, pH
6,5 и3O г катализатора уменьшается с четырех часов до
двух, С помощью иммобилизованных ГОД и КАТ удалось опреде-
лить титриметрическим методом чистоту полученных препара-
тов фруктозы относительно глюкозы, причем чувствительность



129

этого метода оказалась не ниже чем для 0,0013 %-ных раство-
ров.

Фиг. 1. Окисление глюкозы в гдюконовую кислоту в ннвертном сиропе
с помощью ковалентно иммобилизованных глюкозооксидазы и
каталазы.
1. 300 мл 20 % инвертного сиропа, 30 °С, pH 8,6, 15 г катализа-

тора.
2. 150 20 % инвертного сиропа, 18 °С, 4,9, 5 г катализатора,
3. 150 мл 10 % инвертного сиропа, 18 С pH 4,9, б г катализато-

ра.
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Preparation and Properties of Goimmobllized

Glucose Oxidase and Catalase Preparations

Summary

The immobilized glucose oxidase and catalase prepara-
tions have been prepared by their entrapment in polyacryl-
amide gel, by covalent coupling and the combined method.

The dependence of several immobilization conditions on
properties of the preparations has been investigated. The
best results have been obtained by covalent coupling of
enzymes to activated controlled pore silicious carrier.
Immobilized preparations have been utilized for oxidasing
glucose to gluconic acid in the glucose-fructose syrup with
the aim of increasing the efficiency of separating and pu-
rifying the fructose.

The stability of coimmobilized glucose oxidase and
catalase preparations under operating conditions has been
investigated.
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	ПОЛУЧЕНИЕ И СВОЙСТВА ПРЕПАРАТОВ СОВМЕСТНО ИММОБИЛИЗОВАННЫХ ГЛЮКОЗООКСВДАЗЫ И КАТАЛАЗЫ�на 100 мл 5-процентного раствора лактозы: 3,4 – количество гель-катализатора 3,3 г с активностью 10 Е/г на 100 мл 5-процентного раствора лактозы. 1 – под пульсирующим вакуумом (вакуум 23 с, кипение 15 с, атмосферное давление 44 с) при 42-51 С; 2 – под атмосферным давлением при 50 С; 3 – под пульсирующим вакуумом (вакуум 22 с, кипение 12 с, атмосферное давление 56 с) при 39-51 С; 4 – под атмосферным давлением при 50 С.���
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	Preparation and Properties of Goimmobllized Glucose Oxidase and Catalase Preparations�на 100 мл 5-процентного раствора лактозы: 3,4 – количество гель-катализатора 3,3 г с активностью 10 Е/г на 100 мл 5-процентного раствора лактозы. 1 – под пульсирующим вакуумом (вакуум 23 с, кипение 15 с, атмосферное давление 44 с) при 42-51 С; 2 – под атмосферным давлением при 50 С; 3 – под пульсирующим вакуумом (вакуум 22 с, кипение 12 с, атмосферное давление 56 с) при 39-51 С; 4 – под атмосферным давлением при 50 С.���
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