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ПРОЦЕССОВ

СООБЩЕНИЕ II. ОПТИМИЗАЦИЯ ПРОЦЕССА ГИДРОЛИЗА
ЛАКТОЗЫ В МОЛОЧНОЙ СЫВОРОТКЕ

В предыдущем нашем сообщении Сl] были изложены общие
подходы к созданию комплекса программ для оптимизации био-
каталитических процессов и графического представления полу-
ченных результатов в виде комплекса п+l трехмерных графи-
ков (п- число независимых переменных). В данном сообщении
описываются некоторые результаты, полученные при анализе
технологического процесса гидролиза лактозы в молочной сы-
воротке.

Применение иммобилизованной для ути-
лизации молочной сыворотки описано во многих публикациях.
Убедительно показано, что только применение иммобилизован-
ного фермента позволяет переработать этот отходный продукт
молочной промышленности в легкоусвояемый ценный заменитель
сахара в глюкозо-галактозный сироп. С целью разработки и
внедрения этого процесса в Таллинском политехническом ин-
ституте проведены обширные лабораторные и опытно-конструк-
торские работы, результаты которых опубликованы в печатиС2,
3].

При нижеследующем теоретическом анализе взяты за осно-
ву кинетические и технологические закономерности, которые
получены в работе нашей лаборатории К.Э. Паппель с сотруд-
никами.

Описание рассматриваемой системы

Рассматривается биокаталитический процесс гидролиза
лактозы в молочной сыворотке под действием иммобилизованно-
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го препарата грибной [Ь-галактозидазы. Биокаталитический
процесс входит в технологическую цепь, которая включает еще
удаление белков ультрафильтрацией, удаление солей электро-
диализом и сгущение гидролизата упариванием в вакууме. Упа-
ривание пермеата может при необходимости быть отчасти осу-
ществлено также перед гидролизом.

В качестве нативного фермента применяется препарат
плесневого гриба Pen. caneecens производства Ладыжинско-
го завода ферментных препаратов, при необходимости приводит-
ся предварительная очистка ферментного раствора ультрафильт-
рацией. Иммобилизацию проводят на макропористых кремнезем-
ных или органокремнеземных носителях с помощью глутарового
альдегида. Активность получаемого катализатора гиперболиче-
ски зависит от количества нативного фермента. Кинетика ин-
активации катализатора описывается экспоненциальной функци-
ей. Константа скорости инактивации является суммой двух
составляющих - зависимой от температуры константы денатура-
ции и независимой от температуры константы "механической"
инактивации. Зависимость скорости денатурации описывается
уравнением Аррениуса, температурная зависимость скорости ос-
новной ферментативной реакции описывается приведенным в ли-
тературе уравнением E4J

k Aexp(-Ea/RT)
t 1+exp(AS°/R-AH°/RT)'

Кинетика основной ферментативной реакции характеризует-
ся ингибированием продуктами и описывается уравнением Сий-
мера С53

. A(1 -+XF)
* 1-ь Кц/S -t-D.S-t-XF(E+S.F)-h5.5.xF"

' (2)

Из-за отсутствия ингибирования субстратом o=o. Остальные
характерные константы этого уравнения линейно зависят от
температуры. Соблюдается равенство Q=-F.

Реакцию гидролиза проводят в барботажном реакторе,соз-
данном ка кафедре. Рабочий объем реактора I разовая
загрузка катализатора 100 кг.
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Уточнение математической модели

Для решения задач оптимизации в данном случае были вне-
сены некоторые изменения в описанную нами ранее целевую
функцию оптимизации. Основные изменения заключаются в сле-
дующем:

1. Степень конверсии субстрата перенесена из списка пе-
ременных в список параметров. Так как продукт реакции не вы-
деляют в виде отдельного вещества, то эффективность процес-
са монотонно снижается с увеличением AF.Следовательно,значе-
ние др не может быть оптимизировано, а должно быть определе-
но из технических требований на продукт. По литературным
данным известно, что степень конверсии ниже 0,5 себя не оп-
равдывает, а достижение степени конверсии свыше 0,85 необя-
зательно.

2. Введена зависимость кинетических коэффициентов от
температуры. По экспериментальным данным и расчетам Э.Х.
Сиймера и М.А. Курвитс кинетические коэффициенты ур. (2)
могут быть предварительно определены следующей системой:

Кц = 0,13,- 0,0042.5 At
Е =0,55 + 0,0415At (3)

F = 7.7-0,2.4 At ,

где At - разница со стандартной температурой At = t - 30.
3. На основе математической обработки эксперименталь-

ных данных, полученных К.Э. Паппель, определили зависимость
активности катализатора от количества нативного фермента,
которая описывается уравнением

А = Ац/(1 + Ас/Ац), (4)

где Ац - количество нативного фермента,
Ам = 1500, А6= 3300.

Все упомянутые величины имеют размерность N-M
и рассчитаны на всю навеску катализатора в реакторе.

Уравнение преобразовано в более удобную для расчетов
форму:

= ЕХР(- A2..TD)/(1 + ЕХР(А6.(I-А6/Т))), (5)Азот
где TD - приведенная разница температуры,
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TD = (303 -T)/303-T, (6)

A 2 - безразмерная энергия активации Ед/R ,

А6 - безразмерное изменение энтропии обратимой дена-
турации АЗф/R,

А7 - критическая температура обратимой денатурации,
вычисляемая как AH„/ASp .

Оценочные значения этих характеристик, полученных об-
работкой экспериментальных данных:

А2 = 5600
А6=so
А7 = 344 К.
Константа денатурации при температуре 303 К учтена в

двух вариантах АЗ = или АЗ' =1,4*10 п , констан-
та "механической" инактивации - час . Безразмерная
энергия активации необратимой денатурации А4 = 16000.

Рассчитаны и оценены также приблизительные значения
экономических характеристик. Стоимость лактозы вычислена из
стоимости сыворотки, передаваемой сельскому хозяйству и
равняется 0,067 руб/кг. Стоимость условной единицы фермен-
тативной активности (в расчете на всю загрузку I реак-
тора) 7 руб. г/Е. Стоимость носителя на загрузку реактора
3500 руб. Стоимость эксплуатации реактора (зарплата, аморти-
зация и энергия) - 4 руб./ч.

Проведение расчетов

Для расчета оптимальных значений и для графического
представления результатов использовался комплекс из двух
программ, которые создают и используют массивы данных на
дискетах. Программы написаны на языке MBAS! С операцион-
ной системы СР/М. Отлаженные программы были компилирова-
ны и счет проводился по программам в машинном коде, что по-
зволило сократить необходимое время примерно в 10 раз.

Скорость достижения экстремума и точности полученных
значений переменных зависит от заданной точности. При экс-
плуатации программ выяснилось, что экстремумы довольно по-
логие и, следовательно, для получения достоверных значений
параметров необходимо задать высокую точность. Коэффициент
сходимости двух последовательных решений был определен
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равным 1.0002, т.е. допускается разница двух последова-
тельных серий симплексов не более 0,02 %.

При проведении расчетов была определена т.н. нор-
мальная точка в виде вектора значений всех параметров. Из
всего списка параметров два были выбраны в качестве варьи-
руемых. Варьируемому параметру Р1 присвоили 6 разных значе-
ний, параметру Р2 26 значений, т.е. в ходе анализа одной
системы задачу оптимизации решали во всех 208 узлах сетки
8x26. Тоехмерные графики получились в виде 8 непрерывных
графиков, каждый из них состоит из 26 отрезков.

Варьируемым параметром Р1 в большинстве случаев выбира-
ли степень конверсии субстрата, в качестве Р2 выбирали
обычно одну из экономических характеристик.

В качестве примера рассмотрели графики, полученные в
системе PI = XF, Р2 = С4, т.е. в случае вариации степени
конверсии и стоимости эксплуатации реактора. Следует отме-
тить, что стоимость эксплуатации одного кубометра объема
реактора существенно зависит от масштаба установки.
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Выводы и рекомендации

С помощью вышеописанных программ проанализировано
,

8
разных систем (комбинаций параметров Р1 и Р2). Хотя они со-
ставляют только небольшую долю от всех возможных комбинаций,
на основе полученных результатов можно сделать ряд выводов,
которые могут быть полезны при уточнении технологических
регламентов.

1. Эффективность

Зависимость эффективности от степени конверсии явля-
ется линеарной, т.е. с увеличением степени конверсии от
0,5 до 0,85 эффективность уменьшается до 50 %.

При варьировании цены субстрата С1 в пределах 0 ...

I руб. на I кг лактозы (стабильность субстрата 0 руб/кг ус-
ловна, соответствует переработке отходного сырья полностью),
находящейся в сыворотке, эффективность резко уменьшается при
приближении С1 к 0,15 руб/кг (особенно при низких степенях
конверсии). Дальнейшее уменьшение эффективности в зависимо-
сти от цены субстрата линейно.

Изменение стоимости носителя в интервале 1000-6000 руб.
мало влияет на эффективность (уменьшение эффективности ме-
нее 10 %).

Зависимость эффективности от эксплуатационных расхо-
дов (при изменении 04 от I до II руб/час) является практи-
чески обратно пропорциональной. Лишь при расходах, при-
ближающихся к нулю,эффективность падает более резко.

Зависимость эффективности от цены нативного фермента
является также почти обратно пропорциональной. При этом
низким степеням конверсии соответствует более резкое
уменьшение эффективности, чем при высоких значениях XF.

2. Температура Т

При заданной константе скорости инактивации температу-
ра является практически неизменной, уменьшаясь на 4 °С при
повышении XF от 0,5 до 0,85;Т мало зависит от экономиче-
ских показателей. Увеличение эксплуатационных расходов с
Iдо 55 руб/час требует повышения температуры на 6 °С. С
другой стороны, повышение условной цены фермента С2 с 5 до
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55 руб. час/Е настолько же требует понижения температуры.
Однако оптимальная температура существенно зависит от кон-
станты скорости инактивации. Если при АЗ =

среднее значение температуры составляет 45 +2 °С, то при
= 1,4.10"4час*1 Т = 35 +2 °С.

3. Концентрация субстрата S.

Оптимальная концентрация субстрата не зависит от эко-
номических параметров и возрастает в пределах от 0,23 до
0,35 М/л с увеличением степени конверсии от 0,5 до 0,85.

1. Количество нативного фермента (AN) для
иммобилизации

Количество нативного фермента не зависит от цены суб-
страта Cl. AN относительно мало зависит от цены носителя
СЗ (в пределах варьирования увеличивается на 500 Е/г). При
этом особенно существенно увеличение стоимости фермента
от 5 до 17 руб/Е уел.

При этом AN суммарно изменялось в пределах 1400...
3000 Е/г.

При варьировании эксплуатационных расходов количество
нативного фермента для иммобилизации зависит также от кон-
станты скорости инактивации. В случае АЗ, при увеличении 04
от I до II руб/час, количество нативного фермента увеличива-
ется от 1000 до 2900 Е/г, то при увеличение более суще-
ственное, равное от 2000 до 3600 Е/г.

5. Время использования катализатора ТА

Время использования катализатора не зависит от стоимо-
сти субстрата Сl. ТА также мало зависит от степени конвер-
сии XF и стоимости носителя СЗ, увеличиваясь при варьиро-
вании каждой в соответствующих пределах на 400 часов.

При удорожании фермента от 5 до.3o руб.ч/Е значение
количества нативного фермента увеличивается в среднем на
1400 часов (напр., при XF= 0,5 ТА составляет от 2500 до 3900
час).

При увеличении стоимости эксплуатационных расходов от
I до II руб/час время использования катализатора уменьшает-
ся в среднем на 2700 часов, причем при увеличении С4 до
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5 руб/час ТА уменьшается более резко. При этом количество
нативного фермента зависит также от константы скорости ин-
активации. Так, в случае АЗ, при С4 равном I руб/час, ката-
лизатор можно эксплуатировать приблизительно 1000 часов, а
в случае АЗ' и при С4 = II руб/час использование катализато-
ра увеличивается на 400 часов. При константе скорости (АЗ)
ТА равно от 5500 до 23000 часов, если ХР = 0,5 иТА равно
.от 5900 до 20000 часов, если.ХР= 0,85.

Вышеизложенные рекомендации следуют считать не абсолютны-
ми, а только примером тех выводов, которые могут быть сдела-
ны по предложенному нами методу. Обоснованность рекомендаций,
сформулированных на основе оптимизационного анализа целевой
функции, в основном зависит от точности определения многопа-
раметрового вектора т.н. нормальной точки. При этом следует
еще раз подчеркнуть, что абсолютные значения достигаемой эф-
фективности и значения переменных в оптимальной точке реши-
тельно зависят от параметров, характеризующих основную реак-
цию инактивации катализатора.

Поэтому кроме вышеописанных процедур оптимизации при
разработке реальной технологии следует обратить максималь-
ное значение на целенаправленное изменение этих характери-
стик путем подбора условий получения катализатора.

Авторы выражают благодарность К.Э. Паппель за предо-
ставление использованных в расчетах данных о свойствах им-
мобилизованной [S-галактозидазы и Э.А. Эббер за помощь при
оформлении рукописи.
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A. Köstner, I. Roos

Program for the Optimization of
Biocatalytic Processor II

The Optimization of Lactose Hydrolysis in Whey

Abstract

The generalized objective function for the optimiza-
tion of biocatalytic technologies has been adapted for the
hydrolysis of lactose in whey. As a major change, the de-
gree of substrate conversion has been transferred from the
list of variables to parameters. On the basis of compiled
data and estimation of economic characteristics the multi-
dimensional vector of normal workpoint has been determined.
From the whole set of parameters some pairs have been se-
lected for variation. With the help of compiled programs
for personal computer 8 different systems have been ana-
lysed and some recommendations for optimum planning of tech-
nology have been formulated.
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ТРУДЫ ТАЛЛИНСКОГО ПОЛИТЕХНИЧЕСКОГО ИНСТИТУТА

УДК 577.15.022:577.15.154.25+547.458.227.36
М.А. Курвитс, Э.Х. Сиймер

КИНЕТИКА ОДНОСУБСТРАТНЫХ ФЕРМЕНТАТИВНЫХ РЕАКЦИЙ
СООБЩЕНИЕ X. КИНЕТИКА ГИДРОЛИЗА ЛАКТОЗЫ С ПОМОЩЬЮ
р-ГАЛАКТОЗИДАЗЫ ИЗ Penicillium conescens

В настоящее время во всем мире актуальной проблемой
является рациональное использование побочных продуктов мо-
лочной сыворотки. Использование фермента [S-галактозидазы
из разных источников в нативной или иммобилизованной фор-
мах, или же в составе клеток, позволяет превратить лактозу
в более сладкие,^хорошо усваиваемые моносахариды. Поэтому
изучение кинетики гидролиза лактозы в модельных растворах
и молочных продуктах имеет важное практическое значение,
так как без четкого представления и описания кинетики дан-
ной реакции невозможно управление промышленными процесса-
ми, их оптимизация СП.

Исследование ферментативного гидролиза лактозы пред-
ставляет значительный интерес также с теоретической точки
зрения. Для этой реакции обычно характерно сильное ингиби-
рование продуктами реакций, которое для ферментативного
гидролиза других природных дисахаридов проявляется в зна-
чительно меньшей степени.

Обычно принято, что продукты суммарно или, в частно-
сти, галактоза являются конкурентными ингибиторами. Так,
например, для из гриба Asp.niger обна-
ружено очень сильное конкурентное ингибирование, соотноше-
ние констант и Кр равно 17 ЕП. Для фермента из этого
источника такое ингибирование является типичным C2D. Япон-
скими учеными найдено, что для фермента из

tacf!s характерно смешанное ингибирование галактозой L3l,
но, что весьма удивительно, (Ь-галактозидаза из Loc+oba-
cittus butqartcus и Esch-coti гидролизуют лактозу без
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ингибирующего действия продуктами. Глюкоза, очевидно, более
слабый ингибитор и ее действие чаще всего считается неконку-
рентным Г43. В некоторых случаях для описания работы -реак-
торов могут быть успешно применены эмпиричес ие уравнения,
учитывающие торможение реакции в процессе гидролиза лактозы
Сsl.

Нами ранее изучена кинетика гидролиза л;.ктозы, катали-
зируемого [Ь-галактозидазой из Curvutario
Г6l. Результаты исследования хорошо описывались схемой, со-
гласно которой галактоза является конкурентным (при этом
сильным) и глюкоза - неконкурентным ингибитором. Для фермен-
та 1500 L (Дания) также показана применимость
разработанного нами обобщенного кинетического уравнения,при-
чем ингибирование продуктами можно было считать смешанным
472.

Использование термохимического метода позволяет успеш-
но проводить кинетические исследования СBl. Хотя, как выяс-
нилось, тепловой эффект гидролиза лактозы очень мал (поряд-
ка I кДж/моль), с помощью современных микрокалориметров при-
менение термохимического метода для изучения этой реакции
можно считать обоснованным.

Целью настоящей работы являлось исследование стацио-
нарной кинетики гидролиза лактозы с помощью фермента из
Penicit)!um canescens термохимическим методом. Эта
лактозидаза в настоящее время считается перспективной для
применения в отечественной молочной промышленности.

Материалы и методы исследований

В качестве субстрата использовалась D -лактоза
"ч" Шосткинского завода химреактивов. Фер-

ментный препарат - Ц-галактозидаза из РегисИИит canes -

се ns Ладыжинского завода ферментных препаратов имела
стандартную активность 800 Е/г. Все растворы приготовили в
0,05 М ацетатном буфере (pH 4,0).

Термохимические исследования проведены на микрокалори-
метре ЛКБ 2277 ("Монитор биоактивности"), используя ампуль-
ную систему для снятия полных кинетических кривых и проточ-
ную систему комбинированного, измерительного пилиндра для
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измерения начальных скоростей. Методика проведения опытов
и выбора оптимальных условий описана нами ранее СBТ. Пол-
ные кинетические кривые корригировались методами С9], ос-
новывающимися на использовании уравнения Тиана. Для ампуль-
ной системы константа времени, определенная нами в специ-
альных опытах, равна 3,8 +O)2 мин. Все результаты опытов
подвергались математической обработке на ЭВМ методами ли-
нейной регрессии.

Результаты и обсуждение

Проведено исследование кинетики гидролиза лактозы в
водных (буферных) растворах при двух температурах 30 и 50 °С,

Определение начальных скоростей осуществлено в диапазо-
не исходных концентраций субстрата Сs]„ 0,04-0,4 М. Прове-
дено 30 опытов определения начальных скоростей, для каждо-
го опыта измерялись также величины теплового потока, соот-
ветствующие эффектам разведения растворов субстрата и фер-
мента в измерительной ячейке.

Результаты термохимических измерений в виде зависимо-
сти теплового потока (пропорционального скорости реакции)
от исходной концентрации субстрата обрабатывались на ЭВМ
по методу Корниш-Боуден ПО]. Найдены следующие значения
Km на уровне вероятности 0,95: при 30 °С 0,12 i 0,02 М,

при 50 °С 0,035 +0,006 М. Выяснено, что явления ингибиро-
вания или активации субстратом отсутствуют и, следователь-
но, значение обратной величины константы ингибирования рав-
но нулю ( d = 0).

Полные кинетические кривые сняты при двух температурах,
30 и 50 °С. Всего снято 78 кинетических кривых в диапазоне
исходной концентрации субстрата С5] о 0,2-0,7 М. Предполага-
лось, что схема реакции гидролиза лактозы подчиняется об-
общенной схеме односубстратных ферментативных реакций СП].
Из каждой кривой взяли 10-16 комплектов данных: скорость
реакции и время для математической обработки. Задавались
определенные по начальным скоростям значения и d = 0.
С помощью программы "Комплект", принцип работы которой
описан нами ранее СП], найдены значения кинетических ко-
эффициентов и а также значение предельной
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скорости V , выражаемой на один миллиграмм ферментного пре-
парата (т.е. в виде предельной активности).

В таблице I сосредоточены найденные значения кинетиче-
ских коэффициентов.

Коэффициенты е.ф ид являются функциями от значений
констант ингибирования Пl, 13]. Константы "бесконкурент-
ной" части смешанного ингибирования обозначены через Кр, и

а конкурентной части ингибирования
для галактозы и глюкозы соответственно. На основе величин
Krr,,e.-f и q вычисляются значения сумм - + -L- и—+*Pi ч-Кр^

+ -х! см. Еl2], т.е. количественно характеризуют инги-
действие продуктов. По сумме величин ф+q можно

судить, образуется ли тройной комплекс и каково зна-
чение константы и диссоциации.

Значения 1- и —L—ь —также даны в таб-
т тт Kpi jлице 1. На основе величин этих значений и Km и а вьмислена

зависимость содержания ферментных комплексов от степени кон-
версии субстрата. Для иллюстрации такая зависимость для
0,4 М раствора лактозы при 50 °С дана на рис. I.

Как видно из рис. I, скорость гидролиза лактозы (кото-
рая пропорциональна концентрации комплекса ES ) сильно сни-

Таблица 1
Значения кинетических коэффициентов обобщенного
уравнения при гидролизе лактозы при pH 4,0

Коэффи- Размерность Значение
циент

при 30 °С при50°С
1 2 3 4

Km И 0,12 +0,02 0,035 +0,006
d 0 0
е — 0,55 +0,02 1,38 +0,05
f 7,7 +2,1 2,9 +0,8
q -7,7 +2,4 -2,9 +1,0
V Е/М2. 0,99 +0,01 3,13 +0,03

з-Kpi и"* 12,9 +3,5 68 +22

Kpi Kp^ 7,7 +2,1 2,9 +0,8



жается при повышении степени
конверсии субстрата, при на-
коплении продуктов в реакци-
онной смеси. Скорость реакции
всегда пропорциональна коли- i
честву комплекса ES , единого
продуктивного комплекса при
полном ингибировании продук-
тами. Интересно отметить,что
при 50 °С основное торможе-
ние реакции происходит за счет
связывания фермента в комплек-
сы и ЕР*,,а при 30 °С
"бесконкурентная часть" инги-
бирования (образование комплек-
сов EP,S и ) имеет боль-
шее значение. Комплекс
не образуется, что вытекает из
условия = 0 при отсутствии
ингибирования субстратом П2].

Информация, получаемая из комплекта полных кинетических
кривых, недостаточна для отдельного определения значений
констант ингибирования продуктов. Для этого нужны были бы
специальные исследования. Однако по данным настоящей работы
можно считать ингибирование обеими продуктами - галактозой
и глюкозой - смешанным. При этом, по всей вероятности, га-
лактоза в основном связывается в комплекс конкури-
рует с субстратом за связывание в активный центр jb-галакто-
зидазы.

Таким образом, за счет отсутствия образования тройных
комплексов (ингибирование субстратом) и ER,p2, обоб-
щенная схема ферментативных реакций ПП в данном конкрет-
ном случае упрощается и может быть изображена следующим об-
разом:

19



где S - лактоза, Р,- галактоза, глюкоза. Интересно
сравнить кинетику гидролиза лактозы, катализируемого двумя
ферментами различного происхождения - [S-галактозидазой из
Curvutorio (изученной нами ранее) ЕB3 и Peni-
ciUium сапезсепз. Выяснилось, что средство последнего фер-
мента к субстрату и продуктам почти вlO раз ниже. Однако
торможение реакции имеет одинаковый характер - в обоих слу-
чаях наблюдается сильное ингибирующее действие продуктами.
На рис. 2 в трехмерных ко-*-
ординатах показана зависимость
скорости реакции гидролиза ,
лактозы от исходной концент-
рации субстрата и степени
конверсии его. Графическое
изображение процесса получе-
но с помощью микроЭВМ по
программе, составленной
проф. А.И. Кёстнером.

Для прикладных целей це-
лесообразно проводить сравне-
ние эффективности реакторов
т.н. первого кинетического
типа - периодических реакто-
ров с перемешиванием. Методи-
ка расчетов описана нами ра-

Рис. 2. Скорость реакции гидролиза лак-
тозы при 50 °С v как функция
от степени конверсии субстрата

тозы ES] о, М .

нее ПОЗ. На рис. 3 показана зависимость продуктивности ре-
акторов, выраженной на одну ферментную единицу при данной
температуре, от конечной степени конверсии субстрата. Про-
дуктивность в настоящем случае выражена как средняя произ-
водительность одной ферментной единицы при изменении сте-
пени конверсии лактозы от нуля до конечной степени конвер-
сии в периодическом процессе.

Выбран диапазон конечной степени конверсии X = 0,5-
0,9, который практически может быть использован для гидро-
лиза лактозы в молочной сыворотке, и диапазон исходных кон-
центраций лактозы 0,14 М и 0,42 М (соответствующих прибли-
зительно 5%-ному и 15%-ному содержанию лактозы в реакцион-
ной смеси).

Как видно из рис. 3, снижение продуктивности реакторов
при повышении конечной степени конверсии субстрата значи-

20
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1,2- й-галактозидаэа из Penicillium canescens,
3, 4 - й* галактозидаза из Curvularia inaequalis.
Исходная концентрация субстрата 0,14 М (1,3)и 0,42 М (2,4).

тельно. Продуктивность р-галактозидазы из Pen! с !ll!um
canescens вьплепо сравнению с ферментом из Curvularia

Продуктивность реакторов заметно снижается
при повышенном содержании лактозы в обрабатываемой жидкости.

Имея в виду, что при гидролизе лактозы с помощью
лактозидазы из Penicitlium conesoens при переходе от 30
к 30 °С активность фермента увеличивается примерно в 3 раза
(см. табл. I), а ингибирование продуктами в некоторой сте-
пени уменьшается, продуктивность реакторов при 50 °С около
4 раз выше по сравнению с продуктивностью при 30 °С.

Выбор оптимальной температуры для промышленных процес-
сов, в частности, при использовании иммобилизованных пре-
паратов фермента существенно связан также с учетом ста-
бильности фермента.
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M. Kurvits, Е. Siimer

Kinetics of One-substrate Enzymatic Reactions X
Kinetics of Lactose Hydrolysis by p-galactosidase
from Penicillium canescens
Abstract

The kinetic parameters of lactose hydrolysis by p-gal-
actosidase from Fenicillium canescens have been determined
at 30 °C and 50 °C using Calvet heat conduction-type calori-
meter LKB 2277. For this enzyme scheme of fermentative re-
action has been given. The kinetics of lactose hydrolysis
for two p-galactosidase preparatives - from Curvularia in-
aequalis and from Fenicillium canescens has been compared.
Comparison of efficiency of batch reactors has been pre-
sented for two different initial substrate concentrations.
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ХИМИКО-ТЕХНОЛОГИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА БЕЛКОВ
ПОДСЫРНОЙ СЫВОРОТКИ

В данной статье приводится краткий анализ литератур-
ных данных по изучению сывороточных белков с целью приме-
нения их в пищевой промышленности и медицине.

I. Введение

По данным института питания АМН СССР, достигнутый
сейчас уровень потребления пищевых продуктов в СССР не
только полностью обеспечивает, но и превышает энергетиче-
ские потребности человека СП. Рост потребления высокока-
лорийных продуктов (сахар, пшеничный хлеб из высших сор-
тов муки и др.), практически лишенных незаменимых пищевых
веществ, приводит к тому, что рацион современного челове-
ка, вполне достаточный по энергетической ценности, не в
состоянии обеспечить физиологические потребности организ-
ма в незаменимых ингредиентах питания. Среди последних
первостепенное значение имеет животный белок, который яв-
ляется основным источником наиболее дефицитных эссенци-
альных аминокислот. Интересно отметить, что в общих ре-
сурсах животных белков (молоко, мясо, яйца, рыба) доля мо-
лочного белка самая высокая - около 50 %, а степень ис-
пользования его в производстве пищевых продуктов по срав-
нению с другими видами животного сырья - незначительна.

По материалам C2D для 80-х годов характерны интенсив-
ные исследования в области создания и совершенствования
технологии концентрирования и выделения белков из самых
различных перспективных источников, из подсырной сыворот-
ки, крови, одноклеточных, рыбы, криля, листьев растений,
картофеля, костей, пшеничной клейковины и т.д. В то же
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время зарубежные авторы прямо заявляют 43-s], что из новых
источников пищевых белков, разработанных за последние 10
лет, только белки подсырной сыворотки как вторичное сырье
имеют реальные перспективы для их широкого применения.По-
дчеркиваются следующие преимущества применения белков под-
сырной сыворотки 46-10]:

- сыворотку не надо специально производить, она явля-
ется побочным продуктом молочной промышленности;

- белки ее имеют высокую питательную ценность и не со-
держат токсичных компонентов;

- белки обладают определенными функциональными свойст-
вами (хорошая растворимость, жиро- и водосвязывающая спо-
собность, эмульгирующие и пенообраэующие свойства, гелеоб-
разование);

- их можно превращать в порошкообразный продукт, легко
вводимый в состав широкого набора пищевых продуктов без не-
благоприятного влияния на потребительские свойства послед-
них.

Следовательно, препараты белков подсырной сыворотки,
благодаря их высокой питательной ценности и ярко выраженным
свойствам, должны найти целенаправленное научно обоснован-
ное применение, т.е. белки подсырной сыворотки нельзя при-
менять только лишь как препараты для обогащения пищевых про-
дуктов белком. Специалистами предполагается, что в дальней-
шем вместо поиска новых сырьевых источников пищевого белка
будет развиваться выпуск дорогостоящих белков с узкоспецифи-
ческими,функциями 411-12], в том числе и белков из подсырной
сыворотки.

ПУТИ ВЫДЕЛЕНИЯ БЕЛКОВ ПОДСЫРНОЙ СЫВОРОТКИ

При переработке молока на белковые продукты (сыр, тво-
рог, казеин, брынза) образуется молочная сыворотка, содер-
жащая до 50 % сухих веществ молока. В ней содержатся белок,
лактоза, жир, минеральные вещества и др. (табл. 3). В на-
стоящее время в СССР ежегодно получают более 10 млн. т мо-
лочной сыворотки. В перспективе этот показатель будет расти
в связи с ростом производства молочных белковых продуктов
413]. Традиционными продуктами переработки молочной сыво-
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ротки являются обогащенная сыворотка, сгущенная сыворотка,
сухая сыворотка и молочный сахар (табл. I).

Анализируя данные, приведенные в табл. I, можно прий-
ти к выводу, что несмотря на развивающиеся темпы переработ-
ки молочной сыворотки, содержащиеся в ней белки не привлек-
ли к себе пока еще должного внимания. Если учесть, что в
обезжиренном молоке содержится 3,4, а в сыворотке - 0,8 %

белка, то можно подсчитать, что предприятия Мясомолпрома
страны возвратили сельскому хозяйству не менее 700 тыс. т
молочных белков. Для получения такого количества пищевого
белка, например, в виде мяса, необходимо переработать
17,5 млн. голов крупного рогатого скота с живым весом 400-
450 кг ГISИ.

В то же время зарубежный и отечественный опыт четко по-
казали, что максимальный эффект переработки сыворотки обес-
печивается рациональным использованием каждого ее компонен-
та, т.е. выделением из молочной сыворотки отдельных натив-
ных белков веществ и лактозы.

В мире накоплен большой опыт по переработке сыворотки.
Построены и функционируют крупные заводы производства сыво-
роточных концентратов в Голландии, Дании, Бельгии, Франции,
Австралии и др. В США, например, около 50 фирм и компаний
вырабатывают концентрат сывороточного белка (КСБ) с содер-
жанием белка 35 % и 5-6 предприятий КСБ с содержанием бел-
ка до 70-80 % Сl6].

В промышленном масштабе испытаны следующие методы
выделения белков из подсырной сыворотки (таблица 2):

Таблица 1
Производство основных продуктов из молочной
сыворотки в СССР Г14]

Вид продукции Объемы производства, тыс. т
в 1965 г. в 1990 г.

Обогащенная сыворотка 1900 2000
Сгущенная сыворотка 500 550
Сухая сыворотка 60 70
Молочный сахар 25 35
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Из вышеперечисленных методов дальнейшее промышленное
развитие получил метод ультрафильтрации в сочетании с мето-
дами электродиализа для удаления минеральных солей и обрат-
ного сноса, для первоначального концентрирования исходной
сыворотки в 2-4 раза [lB-22].

Средние среднестатистические данные по составу молока,
сыворотки и продуктов переработки их методом ультрафильтра-
ции приведены в табл. 3.

На современных предприятиях переработки молочной сы-
воротки по упрощенной схеме сыворотку сгущают методом об-
ратного сноса до содержания сухих веществ 20 %, белковую и

Таблица 2
Состав КСБ в зависимости от технологии
концентрирования белков E17j

Процесс выделения Состав. %

белок лактоза зола жир

Электродиализ 20-35 45-60 3-18 2-4
Комплексное осаждение 55-60 18-22 10-18 6—9
Гельфильтрация 54 25 14 2
Ультрафильтрация 30-70 20-55 3-5 4-5
Ионный обмен 15 78 1 1
Ультрафильтрация +

+ гельфильтрация 81 12 2 3
Ионный обмен + ультра-
фильтрация 76 16 1 3

Таблица 3
Состав продуктов переработки сыворотки в зависимости
от концентрирования ее методом ультрафильтрации С231

Компонент %

молоко сыворот-
ка

степень
концентр.5 раз

степень
концентр.
20 раз

КСБ

Сухие вещества 12,9 6,6 9,5 18,0 100
Белок 3,3 0,6-0,8 2,8 9,5 30-80
Лактоза 5,0 4,8 5,5 5,8 10-55
Молочный жир 3,9 0,4 - - 4-5
Минеральные
вещества 0,7 0,7 0,7 0,7 3-5
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лактозную фракции разделяют методом ультрафильтрации. Лак-
тозную фракцию направляют на дальнейшее производство мо-
лочного сахара - рафинада или гидролизуют иммобилизованной
лактозой на глюкозу и галактозу. Полученный гидролизат ли-
бо служит питательной средой для производства пекарских
дрожжей, не содержащих посторонних микроорганизмов, либо
используется для производства заменителя сахара - глюкозо-
галактозного сиропа. Белковую фракцию высушивают. Сухой
продукт, содержащий в среднем 35-65 % белка, используют
для многочисленных пищевых, медицинских и кормовых целей.

Из таблицы 4 видно, что 50 % от общего содержания сы-
вороточных белков составляет (соответству-
ет Ц компоненту на седиментационной диаграмме белков сы-
воротки молока - отсюда и его название), представляющий со-
бой белок с молекулярной массой 18300 (мономер). При значе-
ниях pH от 3,5-7,5 [Ь-лактоглобулин существует в виде диме-
ра.

з.-лактальбумин - второй из основных белков молочной
сыворотки. Он содержит 15,9 % азота, 1,9 % серы и в значи-
тельном количестве (7,2 %) триптофана. Иммуноглобулины со-
держат смесь гликопротеинов с различными размерами и отве-
чают за иммунную защиту вообще.

БЕЛКОВЫЙ СОСТАВ ПОДСЫРНОЙ СЫВОРОТКИ
Т а б л и ц t

Белковый состав подсырной сыворотки Е6, 23]
t 4

Наименование Содержа-
ние в
сыворот-
ке, г/л

Содержа-
ние в
КСБ, %

Изоэлек-
трическая
точка,

pH

Молеку-
лярная
масса

Общий белок 6,0 100 —

[Ь-лактоглобулин 3,0 50 5,35-5,49 18300
а-лактальбумин 0,7 12 4,20-4,50 14000
иммунные глобулины 0,6 10 5,50-8,30 1500-1 млн
сывороточный альбумин
протеозо-пептонная

0,3 5 5,13 69000

фракция 1,4 23 - -
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Сывороточный альбумин является типичным представителем
глобулярных белков и переходит в молоко из сыворотки крови.

Протеозо-пептонная фракция (смесь гликопротеинов и фос-
фопротеинов) является представителем сывороточных белков,
не коагулирующих под воздействием предварительной тепловой
обработки при pH 4.6. Протеозо-пептонную фракцию осаждают
специфическими реактивами.

Характерными свойствами сывороточных белков является:
значительное содержание серосодержащих аминокислот (1,6
1,9 и 1,9 % сыры с молекуле [Ь-лактоглобулина, з.-лакталь-
бумина и сывороточного альбумина, соответственно),

- высокая растворимость при широком диапазоне pH, т.е.
они не осаждаются в изоэлектрической точке белков,

- проявление специфических технологических свойств,
в частности, у препаратов КСБ (растворимость, взбиваемость
и пенообразование, эмульгирующие и гелеобразующие свойства).

Важно также отметить, что технологические (функциональ-
ные) свойства КСБ или отдельных его фракций можно изменять
в широких пределах с помощью модификации белков Е24-261 Не-
обходимо обратить внимание на химические способы (ацилиро-
вание, амидирование, этерификация, фосфорилирование, тио-
лирование, восстановительное алкилирование), ферментатив-
ные и физические способы модификации сывороточных белков.

ПРИМЕНЕНИЕ СЫВОРОТОЧНЫХ БЕЛКОВ

Перед описанием конкретных примеров применения КСБ,
выделяемых путем ультрафильтрации, в литературе очень час-
то упоминается, что функциональные свойства белков колеблют-
ся в широких пределах и во многом определяются технологиче-
скими параметрами обработки сыворотки и составом КСБ. Тех-
нологические параметры (скорость и давление при ультрафильт-
рации, pH, температура и т.д.), в первую очередь, влияют
на конформационные состояния белков в растворе. Следователь-
но, очень важным критерием качества КСБ является его отно-
сительная нативность. Уже 5-10%-ная денатурация может при-
вести к существенным изменениям технологически значимых
свойств белка. С другой стороны, состав КСБ может также су-
щественно влиять на технологические свойства КСБ. Следова-
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тельно, нативность белков и состав КСБ должны быть строго
регламентированы при переработке молочной сыворотки и выде-
лении высококачественных сывороточных белков с узкоспецифи-
ческими функциями.

Основные области применения КСБ Г27И:
1. Новые молочные диетические продукты и продукты для

грудных детей. Здесь важное значение имеет концентрация на-
тивных сывороточных белков в КСБ и отсутствие в нем лактозы
и галактозы, а также оптимизированный No -баланс продуктов.

2. Безалкогольные напитки. Здесь подразумевают, в пер-
вую очередь, напитки с повышенным содержанием белка. В су-
хие сывороточные концентраты вводят вкусовые вещества (ва-
ниль, цитрусовые, шоколад) и соответствующие витамины. По-
рошки легко растворяются в теплой воде. Для получения одно-
го стакана напитка (227 г) растворяют 25-31 г порошка. Все
новые высококачественные напитки пользуются хорошим спросом,
в частности, в качестве пищевых напитков в детских учрежде-
ниях.

3. Кондитерская промышленность. Здесь наиболее перспек-
тивным направлением следует считать применение КСБ в качест-
ве заменителя яичного белка. Большой интерес представляет
работа C2BD, где авторами разработан новый вид начинки для
тортов и пирожных на основе сбитой белковой массы, не со-
держащей сливочного масла. Благодаря этому, начинка облада-
ет меньшей калорийностью и хорошо сохраняются ее свойства.

4. Хлебобулочные изделия. Установлено, что реологиче-
ские свойства теста зависят от количества внесенного КСБ и
степени денатурации белков. Содержание КСБ в тесте значи-
тельно влияет на его водопоглотительную способность и стой-
кость. Предполагают, что умелое применение КСБ позволяет
уменьшить расход пшеничной муки в хлебопечении и увеличить
ассортимент продуктов.

5. Новые молочные продукты (забеливатель для кофе, су-
хие взбитые сливки, мороженое).

6. Сыроделие. Применение КСБ для обогащения белком
молока при производстве сыра позволяет сократить сроки со-
зревания, улучшить органолептические показатели готового
продукта и увеличить выход сыра, а также ускорить коагуля-
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цию молока (следовательно, уменьшить расход дефицитного мо-
локосвертывающего фермента).

7. Мясная промышленность. В общем случае концентраты с
содержанием 30-50 % сывороточных белков могут быть рекомен-
дованы для замены сухого обезжиренного молока и улучшения
адсорбции жира и воды в разнообразных пищевых продуктах из
мяса. Например, голландской фирмой DMV-Campina разработа-
ны специальные модификации КСБ. В 15%-ном растворе они име-
ют превосходную вязкость, обладают высокими связывающими
свойствами и предотвращают потерю жира и влаги во всех из-
делиях из измельченного мяса. Они являются идеальными ста-
билизаторами для мясных смесей.

Итак, сывороточные белки, выделяемые путем ультрафильт-
рации, являются полноценными пищевыми белками с узкоспеци-
фическими функциями. Следовательно, научно-исследователь-
ские работы, направленные на изучение химико-технологиче-
ских свойств сывороточных белков, возможностей их модифи-
кации и на разработку методов целенаправленного применения
концентрата сывороточных белков или его отдельных фракций,
являются актуальными и имеют большое народно-хозяйственное
значение.
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M. Friedenthal

Chemical-technological Properties of
Whey Proteins

Abstract

The future growth of the whey products industry with
different functional demands to proteins is reviewed. Chem-
ical composition of whey and whey protein concentrates and
various processing procedures surediscussed. The import-
ance of the development of protein as an additive with the
determination of the technological properties is shown.
Various food uses with whey proteins are considered.
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ХРОМАТОГРАФИЧЕСКОЕ ИЗУЧЕНИЕ ПРОЦЕССА
ДЕНАТУРАЦИИ СЫВОРОТОЧНОГО АЛЬБУМИНА

В настоящее время в пищевых и медицинских отраслях на-
родного хозяйства широко используются препараты белкового
происхождения, обладающие определенными химическими и био-
логическими функциями. Сохранение полной функциональности
белков тесно связано с их нативным состоянием, т.е. отсут-
ствием конформационных изменений молекул белка Гl,2] Од-
нако известно, что при производстве белковых препаратов
осуществляются различные технологические операции (экстрак-
ция, осаждение, очистка, сушка и т.д.), которые могут вы-
зывать конформационную перестройку белковых макромолекул, в
результате чего изменяются реакционная способность и био-
логическая активность белка [3,41. Следовательно, относи-
тельная нативность белка является необходимым критерием для
характеристики качества белка по сохранению функциональных
свойств.

В этом плане большой интерес вызывают альбумины - гло-
булярные белки, присутствующие во всех растительных и жи-
вотных тканях (в основном в белке яиц, сыворотке крови, мо-
локе, семенах растений и т.д.). Среди перечисленных альбу-
минов особое внимание привлекают препараты, выделенные из
плазмы крови. Их широко используют для медицинских целей,
так как они отличаются узкоспецифическими функциями, для
характеристики которых нативность белка является первосте-
пенным значением.

Исследование изменений свойств белков в зависимости от
разных внешних факторов осуществляется с помощью многих экс-
периментальных методов как седиментация, флуоресценция,
электрофорез, калориметрия, хроматографические методы и т.д.
С5, 6И. В последнее время особое внимание уделяют жидкост-
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ной хроматографии, которая отличается высокой эффективностью
разделения белков, а также простотой и быстротой анализа. И-
сходя из этого, в настоящей работе сделана попытка изучить
процесс денатурации сывороточных белков с помощью высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии и характеризовать препа-
раты по их нативности.

Материалы и методы

В качестве белковых препаратов использовали альбумин
из человеческой сыворотки крови различного происхождения -

препарат, полученный по методу Кону и который был представ-
лен Станцией переливания крови при Минздраве ЭССР (препарат
ЧСА-1) и альбумин,лиофилизированный фирмой"реапс)(.',Венгрия
(препарат ЧСА-2).

Растворы альбумина приготовляли в 0,05 М Трис-HCI бу-
фере с pH 8,0 и концентрацией 1,0 мг сухого вещества/мл.

Температурную обработку белка проводили с помощью уль-
тратермостата UTU-2. (ПНР) при 8 различных температурах: 20,
50, 55, 60, 65, 70, 80 и 90 °С в течение 30 мин, после чего
пробы охлаждали до комнатной температуры (20 °С) и анализи-
ровали хроматографически.

Хроматографический анализ осуществляли на оборудовании
фирмы PHARMACIA FINE CHEMICALS (Швеция). Использовали жид-
костный хроматограф с системой быстрого анализа белков FAST
PROTEIN LIQUID CHROMATOCRAPHY-FPLC с УФ детектором

при длине поглощающейся волны 280 нм и электронным интегра-
тором LI QUID CHROMATOGRAPHY CONTROLLER LCC-500.Хроматографи-
ческое разделение белка проводилось на стандартной аналити-
ческой колонке HR 5/5, заполненной анионитом MONO О. (за-
ряженными группами являются кватернарные амины-С^-МСН^д.

Перед хроматографией элюенты и образцы подвергались
мембранной фильтрации и деаэрации. Использовались фильтры
типа 5М с пористостью 0,45 мкм (MiHipore, США). После
деаэрации дополнительно проверяли pH элюента.

Среди разных нами испытанных условий проведения хрома-
тографического разделения было выбрано элюирование с линей-
ным градиентом в 0-0,5 И NaCI в 0,05 М Трис-HCI буфере с pH
8,0 с задержкой начала градиента на 5,0 мин после ввода
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пробы со скоростью подвижной фазы 0,7 мл/мин. Скорость об-
разования градиента составляла 0,025 М NaCi/мин. После
окончания градиента колонку обрабатывали с 1,0 М раствором
NaGL в 0,05 М Трис-HCI буфере сpH 8,0 (2,0 мл), а перед
вводом новой пробы уравновешивали ее с буфером без NaGt
(7,5 мл). Ввод пробы в количестве 100 мкл осуществляли с
помощью дозирующей петли и семиходного вентиля.

При использовании описанной выше методики продолжитель-
ность одного анализа составляла 43 мин.

Было проведено 5 параллельных опытов, средние величины
времен удерживания характеризовали по дисперсии.

Результаты исследований

В данной работе изучение процесса денатурации и ее
влияния на конформацию сывороточных белков основывалось на
предположении, что температурная обработка белков вызыва-
ет конформационные перестройки, которые отражаются в изме-
нении величины заряда белковых макромолекул, что позволяет
ожидать разделение нативных и денатурированных форм иссле-
дуемых белков на высокоэффективном анионообменнике с при-
менением линейного градиента NaOL

Хроматограмма препарата ЧСА-1, не подвергавшегося к
температурной обработке (рис. 1а), показывает, что препарат
характеризуется двумя пиками, отличающимися по временам
удерживания и своим содержанием в препарате, tp. первого
и второго пика составляли, соответственно (16,8+0,2)мин и
(18,5+0,2)мин . Точное содержание обоих компонентов в пре-
парате, однако, прямо при эксперименте, определить не уда-
лось, так как при использованных условиях не достигнуто
полного разделения компонентов и поэтому интегратором от-
дельно не регистрировались. Тем не менее, возникает воп-
рос о происхождении примесей (т.е. второго компонента) в
препарате. Являются ли они следом другого белка, присутст-
вующего в препарате, или принадлежат олигомерным формам мо-
лекул альбумина? По данным Фостера ПОЗ, многие кристал-
лические препараты альбумина подлежат частичной спонтанной
полимеризации (даже в пределах до 50 %) и после длительно-
го хранения таких препаратов требуется их обязательная пе-
реочистка.
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Хроматограммы белка, обработанного при различных тем-
пературах (рис. Iб-1е), показывают, что повышением темпера-
туры до 60 °С увеличивается относительное содержание второ-
го пика. При температуре 65 °С проявляются контуры третьего
пика, время удерживания которого составляет (20,9 + o,2)мин
(табл. I).

При дальнейшем нагревании наблюдается уменьшение пи-
ков двух первых компонентов и увеличение пика третьего ком-
понента, который при температуре 75 °С и выше станет глав-
ным, причем первый пик, характеризующийся основной компо-
нент в исходном препарате, почти полностью исчезает. Необ-
ходимо также отметить, что при температуре 70 °С время
удерживания первого пика увеличивается на 0,6 мин.

Препарат ЧСА-2, необработанный при температуре, также
содержит два компонента с (16,9 + 0,2) мин и (19,4 +

+0,2) мин для первого и второго пиков, соответственно (рис.
2). Различие, однако, в том, что второй пик по своей пло-
щади значительно больше, чем в препарате ЧСА-1. Повышение
температуры сопровождается постепенным уменьшением этих
двух пиков и появлением третьего пика с + 0,3) мин,
который при 80 °С становится преобладающим.

На основе сравнения хроматограмм можно считать, что
пик с временем удерживания = 16,8 мин характеризует со-
держание нативного белка. Пики с большим или меньшим вре-
менем удерживания соответствуют измененным формам молекул.

Таблица 1
Время удерживания компонентов сывороточного
альбумина препарата ЧСА-1

Температура
обработки,

Время удерживания. мин
1 компонент П компонент Ш компонент

20 (необработанный) 16,8 1 0,2 18,5 Т 0,2 -

55 16,9 + 0,2 18,5 + 0,2 -

60 17,0 + 0,2 18,5 + 0,2 -

65 16,9 + 0,2 19,2 + 0,9 -

70 17,5 + 0,2 19,7 + 0,4 20,9 + 0,1
75 - - 20,8 + 0,5
80 - - 21,4 + 0,1
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Рис. 2. Ионообменная хроматография препарата ЧСА-2 после термической об-
работки (30 мин) при различных температурах. Концентрация препара-
та I,oмг/мл в 0,05 М. Трис-HCI буфере с pH 8,0,а) исходный пре-
парат 20 б) 60 С, в) 70 С, г) 80 С.

Увеличение молекулярной массы и числа ионизируемых групп на
одну молекулу должно увеличить время удерживания. И, на-
оборот, уменьшение времени удерживания может быть объяснено
или распадом молекул или снижением количества ионизируемых
групп на поверхности молекулы в результате перестройки тре-
тичной структуры белка. Однако характеризовать механизм ин-
активации только по данным хроматографии однозначно невоз-
можно. По мнению авторов, увеличение времени удерживания
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может являться доказательством образования денатурирован-
ных форм белка.

Для количественной характеристики нативного белка удоб-
но использовать относительную нативность (соотношение коли-
чества нативного белка в общее количество белка в %), так
как площади пиков отдельных компонентов являются пропорцио-
нальными их количеству в препарате. Таким образом, опреде-
ляя общие площади хроматограмм препарата S и площади пи-
ка нативного белка s^,легко выразить относительную натив-
ность как

dn = %.

Исходя из вышеизложенной формулы, рассчитали для препа-
рата ЧСА-1, соответствующие результаты изображены на фиг. 3.
Из нее следует, что исходный препарат ЧСА-1 характеризуется
нативностью около 90 %. Далее, Свыше 55 °С наблюдается
уменьшение нативности и после 30 мин обработки при 75 °С до-
ля нативного белка составляет только 10 %. Препарат ЧСА-2
характеризуется низкой исходной нативностью (28,6 %) и по-
дробный анализ процесса дальнейшей инактивации не представ-
ляет особого интереса, так как до температуры 70 °С натив-
ность препарата ЧСА-2 практически не изменяется. При 80 °С
нативность препарата незначительная.

Математическая обработка данных, представленных на
рис. 3, показывала, что в температурном интервале 55
- 75 °С имеется хорошая взаимосвязь между и обратной
температурой в виде =- (12,94 + 0,12) + (4540 + 40)/Т
с коэффициентом корреляции г = 0,982 и со стандартным от-
клонением 0,035.

На основе полученных результатов можно заключить, что
при использованных условиях хроматографирования оба препа-
раты сывороточного альбумина характеризуются двумя пиками.
В пределах температур 60 - 65 °С наблюдается изменение сдви-
га равновесия в сторону образования второго компонента, а
при последующей температурной обработке появляется новый
- третий компонент, который при температурах 75 - 80 °С
становится преобладающим.

Таким образом, жидкостная хроматография с системой
FPLC является удобным методом определения нативности пре-
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0,05 M Трис-HCI буфере c pH 8,0.

паратов альбумина, позволяющим количественно характеризо-
вать нативность препаратов и качественно описать изменения
протекающие в процессе инактивации.
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Investigation of the Denaturation Process
of Serum Albumin by Chromatography

Abstract

Thermal denaturation of two human serum albumin prepa-
rations by ion exchange fast protein liquid chromatography
was investigated. It has been shown that both of the prepa-
rations contained at least two components with the reten-
tion time (tg) of (16,8-0,2) min and (18,5-0,2) min measured
under the fixed conditions. In the temperature range of
20 - 65 °C the increase of the proportional amount of the
second component was observed. At elevated temperatures the
contours of a new peak with tg of (20,9- 0,2) min appeared,
which became dominative at temperatures above 70 °C. It was
suggested that only the first peak on the chromatogram of
serum albumin is responsible for the native form of protein,
the latter components with the longer tg characterize the
nonactive state of serum albumin.

A method for the rapid estimation of the relative na-
tivity dg of human serum albumin preparations has been
proposed.
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МОДИФИКАЦИЯ БЕЛКОВЫХ ВЕЩЕСТВ ИМИНОЭФИРАМИ

Сообщение Ш
Микрокалориметрическое исследование кинетики
реакции гидролиза иминоэфиров

В наших первых сообщениях Еl, 2] обсуждены вопросы
применения в качестве модифицирующих реагентов белков со-
единений типа иминоэфиров. Для практического использования
диэтилового эфира бисиминоадипиновой кислоты (в формах со-
ли и свободного основания) для реакции амидинирования не-
обходимо выяснить оптимальные условия его применения. Как
нами было показано Сl], диэтиловый эфир бисиминоадипиновой
кислоты (ДЭБК) легко гидролизуется в водных растворах,при-
чем в щелочной среде основным продуктом реакции является
сложный эфир.

Целью настоящей работы являлось исследование кинетики
гидролиза ДЭБК в водно-органическом растворителе, в систе-
ме вода-диоксан, и тем самым выяснение возможности приме-
нения водно-органической среды для более эффективного ис-
пользования ДЭБК для модифицирования белков (а также иммо-
билизации ферментов) через лизиновые остатки белка.

Для исследования кинетики реакции гидролиза двух форм
ДЭБК нами ранее использовался спектрофотометрический метод
Гl3. Для растворов, содержащих диоксан, применение УФ-спект.
ров в этих целях затруднительно из-за сильного поглощения в
используемом диапазоне длины волн. Поэтому в данной работе
применяли для получения кинетических кривых термохимический
метод, микрокалориметрию. Основные принципы метода, в част-
ности, для теплопроводящих калориметров типа Кальве, изло-
жены нами ранее СЗЗ.
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Материалы и методы
Диэтиловый эфир бисиминоадипиновой кислоты (ДЭБК) в

форме соли и свободного основания синтезирован из адипонит-
рила; структура продуктов подтверждалась ИК-спектрами и
элементарным анализом Сl].

Реакция гидролиза ДЭБК исследовалась в системах 0,2 М
боратный буфер - диоксан при температурах 20 и 30°.

Реакционная смесь с помощью перистальтического насоса
непрерывно циркулировалась со скоростью 15 мл/ч в системе
проточная ячейка микрокалориметра ЛКБ 2277 - реактор (объ-
ем 150 мл, снабженный магнитной мешалкой).

Эффективный объем измерительной ячейки - 0,7 мл. Авто-
матически записывалась зависимость выходного сигнала (теп-
лового потока, пропорционального скорости реакции) в микро-
ваттах от времени. Полученные термограммы корригировались
на ЭВМ в отношении тепловой инерции измерительной системы.
Для корригирования использовалось уравнение Тиана C4D; кон-
станта времени системы, определенная нами, предварительно
равна 2,3 мин. Кроме того, также нужно проводить экстрапо-
ляцию кинетической кривой к началу реакции, так как требу-
ется 10-20 мин. до поступления раствора в ячейку через со-
единительные трубки и для установления состояния, близкого
к стационарному.

Как показали результаты исследования реакции гидроли-
за ДЭБК, эффективный порядок реакции всегда близок к еди-
нице.

Для каждой кинетической кривой порядок реакции опре-
делялся с помощью ЭВМ по специальной программе. Считая ре-
акцию гидролиза псевдомономолекулярной, вычисляли значение
константы скорости. Для реакций первого порядка легко по-
казать, что логарифмы скорости реакции линейно зависят от
времени:

t-nv=Ln(k.Co)-kt, (I)
где v - скорость реакции,

к - константа скорости реакции,
Сф - исходная концентрация вещества,
t - время.
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Так как выходной сигнал (тепловая мощность) микрокало-
риметра пропорционален скорости реакции, значение констан-
ты скорости целесообразно вычислять непосредственно из кри-
вой выходной сигнал (в микроваттах или сантиметрах от ну-
левой линии) - время с использованием уравнения (I) и метод
наименьших квадратов. Пределы достоверности величины рас-
считаны с вероятностью 0,95.

Результаты и обсуждение

Исследование реакции гидролиза ДЭБК термохимическим ме-
тодом показало, что проточная система (fLo-иthrough) микро-
калориметра ЛКБ 2277 может быть успешно применена для ис-
следования кинетики химических реакций, в том числе отно-
сительно быстро протекающих. С одной стороны, суммарный теп-
ловой эффект реакции гидролиза (10-30 кДж/моль, в зависимо-
сти от условий опыта) достаточен для достижения значитель-
ного теплового потока, подлежащего измерению точностью не
ниже I %. С другой стороны, опыты с продолжительностью при-
мерно 1-6 часов хорошо корригируются методами, разработан-
ными ранее С4l, погрешность корригирования увеличивается при
очень быстрых процессах, и, очевидно, требует использования
в процессе корригирования величины т.н. второй константы
времени калориметра.

Исследовалось влияние концентрации диоксана в растворах
0,2 М боратный буфер - диоксан на скорость гидролиза солевой
формы ДЭБК при pH буферного раствора 8,5 и температуре 30 °С

Как видно из рис. I, величина константы скорости реак-
ции гидролиза быстро уменьшается с повышением содержания ди-
оксана в системе. Уже 5%-ное содержание диоксана в растворе
уменьшает скорость гидролиза больше чем в 2 раза по сравне-
нию с водным раствором. Естественно, наблюдаемый эффект
не может быть объяснен снижением содержания воды в системе
(молярный избыток воды в отношении ДЭБК очень велик). По
всей вероятности, происходит изменение структуры раствора,
значительное падение активности воды.

Скорость гидролиза ДЭБК в смешанном растворителе значи-
тельно зависит от pH раствора. Как видно из рис. 2, в облас-
ти pH 7-8 эта зависимость слабо выражена, но с дальнейшим



Рис. I.Влияние концентрациидиоксанана скоростьреакции гидролиза
формы соли ДЭБК при pH 8,5и темп. 30 С.

увеличением щелочности раствора значение констант скорости
гидролиза быстро уменьшается.

Аналогичные исследования проведены с другой формой
ДЭБК, свободным основанием.

В таблице I представлены результаты исследования влия-
ния pH на скорость гидролиза. Наблюдаемый эффективный поря-
док реакции равен 0,9-1,2, т.е. он близок к единице. Следо-
вательно, реакцию гидролиза можно действительно считать

50
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псевдомономолекулярной. Как видно из таблицы I, а также из
рис. 3, скорость гидролиза ДЭБК снижается с повышением pH
раствора. В таблице 2 приведены результаты изучения влияния
концентрации диоксана на скорость гидролиза ДЭБК при двух
температурах и pH 8,5. Это влияние значительно отличается
от наблюдаемого при гидролизе солевой формы ДЭБК. Интерес-
но, что скорость гидролиза максимальна при содержании ди-
оксана в растворе около 10 %. С дальнейшим увеличением со-
держания диоксана скорость гидролиза значительно уменьшает-
ся, но эта зависимость не слишком сильно выражена. В иссле-
дованных условиях основание ДЭБК более устойчиво к гидроли-
тическому расщеплению по сравнению с солевой формой ДЭБК.

Из данных настоящей работы явствует, что при применении
двух форм ДЭБК в качестве модификатора белков можно сущест-
венно уменьшать гидролитическое расщепление бифункциональ-
ного реагента. Это достигается применением вместо водной
среды смешанного растворителя вода (буфер) - диоксан, при-
чем скорость гидролиза тем меньше, чем выше содержание ди-
оксана в системе. Повышение pH раствора до 8-10 способствует
снижению гидролиза ДЭБК.

Кинетическая характеристика
ДЭБК при температуре 30 °С

Таблица 1
реакции гидролиза

pH Константа скорости
гидролиза

"""'1
Время полу-
распада

мин

Эффективный
порядок реак-
ции гидролиза

3,0 6,76 + 0,88 10,3 0,9
4,0 4,50 + 0,38 15,4 1,1
5,0 3,74 + 0,38 18,5 0,9
6,0 3,58 + 0,21 19,4 1Д
7,0 2,64 + 0,29 26,3 0,9
7,5 1,94 + 0,28 35,7 1,2
8,0 1,81 + 0,15 38,3 1,2
8,4 1,77 + 0,09 39,2 0,9
8,9 1,55 + 0,06 44,7 1,2
9,5 1,42 + 0,10 48,8 1,1
9,9 1,26 + 0,09 55,0 1,0

10,5 1,12 + 0,08 61,9 1,1
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Рис. 3. Влияние концентрации диоксана на реакции гидролиза формы
свободного основания ДЭБК при pH 8,5 и темп. 30 С.

Очевидно, для оптимизации условий модификации белков
следует учитывать также возможную денатурацию белка при вы-
соких значениях pH и при высоком содержании органического
растворителя в системе. Важную роль имеет зависимость ско-
рости реакции амидинирования от условий проведения процесса
модификации. Только после выяснения этих закономерностей
можно окончательно выбрать условия для проведения реакции
модификации белков или иммобилизации ферментов, гарантирую-
щие предпочтительное протекание целевых реакций, подавле-
ние гидролиза бифункционального реагента и тем самым целе-
сообразное использование последнего. Материалы дальнейших
исследований в этой области будут изложены в наших следую-
щих сообщениях.

Таблица 2
Влияние концентрации диоксана на реакции
гидролиза формы свободного основания ДЭБК при pH 8,5

Концентрация
диоксана,
масс%

Константа скорости реакции гидролиза

ЛЗ о оо 30 °С
0 0,98 + 0,16 1,64 + 0,07
5 1,63 + 0,31 2,08 + 0,15

10 1,76 + 0,47 3,01 + 0,56
20 1,31 + 0,34 2,39 + 0,25
30 1,11 + 0,18 1,81 + 0,38
40 0,57 + 0,08 1,00 + 0,34
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Modification of Proteins with Iminoethers III
Microcalorimetric Study of the Hydrolysis
Reaction of Iminoethers

Abstract

The hydrolysis of diethyl ether of bisiminoadipic acid
(DEBA) In water-diooxane solutions at 20 and 30 °C has been
investigated using the thermochemical method for kinetical
measurements. It has been found that the reaction is pseu-
domonomolecular and the values of rate constants have been
calculated for systems with different content of dioxane in
solution and pH. The increase of organic solvent's content
leads to noticeable decrease of the rate of hydrolysis re-

action. Consequently, the use of DEBA as a bifunctional
reagent for the modification of proteins can be recommended
namely in water-organic solvent systems.
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TALLINNA POLUTEHNILISE INSTITUUDI TOIMETISED

ТРУДЫ ТАЛЛИНСКОГО ПОЛИТЕХНИЧЕСКОГО ИНСТИТУТА
УДК 547.298:547.96-116

А.Я. Кяэрд, М.И. Креэн, К.Э. Паппель

ИММОБИЛИЗАЦИЯ ФЕРМЕНТОВ ИМИНОЭФИРАМИ И АЗИДАМИ
ОКСИКИСЛОТ НА ОРГАНСМИНЕРАЛЬНСМ НОСИТЕЛЕ

В практике модифицирования белков применены многие ре-
агенты, которые реагируют с первичными аминогруппами. Эти
модификаторы характеризуются различной реакционной способ-
ностью и образующиеся ковалентные C-N связи имеют разную
прочность. Из-за прочности амидной связи при модифицирова-
нии белков предпочитают реакции ацилирования и амидинирова-
ния по сравнению, например, с образованием азометиновой свя-
зи.

Реакция ацилирования является одним из наиболее часто
используемых методов получения модифицированных белков. Од-
нако под действием побочных продуктов ацилирования происхо-
дит инактивация реакционноспособных групп белка. В качестве
мягких ацилирующих агентов могут быть рекомендованы азиды и
иминозфиры карбоновых кислот. И хотя последние в первой
стадии модифицирования образуют амидины вследствие гидроли-
за, эти соединения в конечном результате дают амидную связь.
Для применения азидов оксикислот при модифицировании или
иммобилизации белков необходимо синтезировать их водораст-
воримые производные. По литературным данным эти соединения
практически не исследованы (кроме тартилдиазида) СП.

Азиды карбоновых кислот используются для ацилирования
аминов:

t " рН>7 1 " Я)
+ -R-C-NH-R + HN3.

При термолизе ацилазидов происходит перегруппировка Курциу-
са и образуются эфиры изоциановых кислот ( R - N :С:0, кото-
рые активно реагируют с первичными аминогруппами, образуя
производные мочевины):
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о
= 0 + (2)

Иминоэфиры в мягких условиях (темп., pH) специфически
реагируют с аминокислотами и их производными, образуя ами-
дины: +

NH2
- R G - (3)

быстро
Целью настоящей работы являлось получение нераствори-

мых, иммобилизованных на носителе ферментных препаратов при
помощи синтезированных нами дихлоргидрата диэтилового эфира
бисиминоадипиновой кислоты

NH'HO) диэтилового эфира бисиминоадипиновой кислоты
, триазида лимонной кис-

лоты и диаэида
глюкаровой кислоты (N^-CO-CH(OH)-CH(OH)-CH(OH)-CH(OH)-CO-Ng).

Поскольку реакция рассматриваемых модификаторов с пер-
вичными аминогруппами белка происходит в щелочной среде, в
данной работе исследовалась возможность иммобилизации таких
ферментов, pH-оптимум которых находится в области pH >7
к-химотрипсина, протосубтилина. Кроме этих ферментов иссле-
довали иммобилизацию jb-галактозидазы, имеющей pH-оптимум в
области pH <7.

Материалы и методы

Объектами иммобилизации служили к-химотрипсин (Е.С.
3.4.21.1), марка Б, ТУ 6-09-10-1150-76; (Е.
С. 3. 2. 1.23) - опытная партия Ладыжинского завода фер-
ментных препаратов; щелочная протеаза Вас. subtitis ГlO X
(протосубтилин) - производство Ладыжинского ферментного за-
вода.

Активность о<.-химотрипсина и протосубтилина определя-
ли по скорости гидролиза 2%-ного раствора казеината натрия
при pH 8,5 и 30 °С, измеряя содержание ароматических амино-
кислот в неосалщаемых трихлоруксусной кислотой продуктах
гидролиза спектрофотометрически при X = 278нмЕ23. Актив-
ность <х-химотрипсина составляла 120 мккат/г и протосубти-
лина - 28,7 мккат/г.
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Активность [S -галактозидазы определялась по начальной
скорости гидролиза синтетического субстрата [Ъ-(о-нитрофе-
нил-D-галактопиранозида (НФГ) в стандартных условиях:
темп. 30 °С; 0,2 М ацетатный буфер pH 4,0 и 0,139 М НФГ.
Концентрация о-нитрофенола как продукта гидролиза НФГ из-
мерялась на спектрофотометре "SpecordM4o"("Oart Zeiss, ГДР)
при 402 к/ ГЗЗ. Ферментативная активность {Ъ-галактози-
дазы по НФГ равнялась 30-40 мккат/г. Субстрат НФГ синтезиро-
ван нами.

Активность иммобилизованных препаратов вышеупомянутых
ферментов определялась в тех же условиях, что и свободных
ферментов, т.е. в термостатированной ячейке, снабженной маг-
нитной мешалкой.

Активность свободных ферментов выражена в мккат на I г
сухого фермента, а активность иммобилизованных ферментов вы-
ражена в мккат на I г сухого носителя.

Для иммобилизации ферментов использовали органоминераль-
ные носители, синтезированные нами. Удельная поверхность но-
сителя 25-40 и средний объем пор 0,9 Число сво-
бодных аминогрупп органоминерального носителя определялось
при помощи 2,4,6-тринитробензолсульфоновой кислоты (ТНБС) на
спектрофотометре при = 340 нм 043. Органоминеральные носи-
тели содержали 40-60 мк/экв аминогрупп на I г сухого носите-
ля.

Химические модификаторы - диэтиловый эфир бисиминоади-
пиновой кислоты (ДБК), дихлоргидрат ДБК, триазид лимонной
кислоты (ТЛЮ и диазид глюкаровой кислоты (ДГК) - синтезиро-
ваны нами. Состав ДБК и дихлоргидрата ДБК подтверждали дан-
ными элементного анализа и измерением ИК-спектра. В случае
ТЛК и ДГК из-за взрывоопасности азидов оксикислот в чистом
виде данными элементного анализа и измерением ИК-спектра
подтверждали состав соответствующих гидразидов.

Иммобилизация <*-химотрипсина с помощью дихлоргидрата
ДБК и ДБК на органоминеральный носитель в водном растворе
проводилась при темп. 5 °С и pH 9,0. Условия выбирались для
иммобилизации в водных растворах по данным кинетических ис-
следований, приведенных в предыдущих сообщениях С5, 63. Им-
мобилизацию провели с разными количествами модификатора при
одинаковых количествах фермента (I мл й.-химотрипсина,
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100 мг/мл в4 мл боратном буфере pH 9,0) и носителя (I г)
в течение 4 ч. Активность I мл ос-химотрипсина (100 мг/мл)
-12,2 мккат по казеину. Для иммобилизации раствор <*-химо-

трипсина перемешивали с сухим органоминеральным носителем
и, после этого, добавляли дихлоргидрат ДБК или ДБК.

Протосубтилин иммобилизовали на органоминеральный но-
ситель с помощью ДБК при pH 8,5 и темп. 5 °С в таких же ус-
ловиях, как <х-химотрипсин.

[Ь-Галактоэидазу иммобилизовали в системе:o,ol М аце-
татный буфер pH 4,2 и 40 мае. % органического растворителя
(диоксан, ацетон). На I г органоминерального носителя до-
бавляли 6 мл вышеприведенного раствора и, после этого,
0,15 г порошковой Ц-галактозидазы. Смесь держали 10 мин.
при темп. 5 °С и добавляли 3,96*10*3 моль ДБК на I г сухо-
го носителя. Иммобилизация продолжалась 4 ч. при темп. 5 °С.

Модифицирование ферментов с помощью ТЛК и ДГК проводи-
ли в условиях, описанных в случае использования диазида
винной кислоты (тартилдиазида) ГП. &-Химотрипсин (100 мг)
иммобилизовали на органоминеральный носитель (I г)с помощью
0,25 ммоля ДГК при pH 8,5 и темп. 2
(100 мг) иммобилизовали на органоминеральный носитель (I г)
с 0,25 ммоль ДГК при pH 4,2 и темп. 2 °С. С помощью 0,15
моля ТЛК на органоминеральный носитель (I г) иммобилизо-
вали ok-химотрипсин в 0,2 М боратном буфере pH 8,5 (6-43
мккат на I г сухого носителя) и [Ь-галактозидазу в 0,2 М
ацетатном буфере pH 4,2 (6-40 мккат на I г сухого носите-
ля) при 2 °С.

Поскольку при термолизе ацилазидов образуются эфиры
изоциановых кислот, а фотолиз изоциановых эфиров приводит
к образованию активных частиц - нитренов, иммобилизацион-
ный раствор облучали УФ-светом.

Результаты и обсуждение

Прежде всего сравнивали иммобилизационные свойства ди-
хлоргидрата ДБК и ДБК в одинаковых условиях для выяснения
эффективности этих модификаторов. Результаты иммобилизации
о,-химотрипсинае помощью ДБК и дихлоргидрата ДБК приведе-
ны в табл. I. По этим данным (см. табл. I) лучшие резуль-
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таты иммобилизации получены с реагентом ДБК, что можно объ-
яснить его большей реакционной способностью по сравнению с
формой соли ДБК. В случае гидролиза дихлоргидрата ДБК в
водных растворах образуется больше инактивирующих веществ.

Таблица 1
Иммобилизация ок-химотрипсина на органоминеральный
носитель с помощью ДБК и дихлоргидрата ДБК,рН 9
(0,2 М боратный буфер), темп. 5 °С, взятое для
иммобилизации количество единиц активности 12,2 мккат

Количество модифика-
тора, моль/гцоситедд

Актив, иммоб.
преп.^мккат/Гдр^цт^дд

Степень
иммобили-
зации,

Y, %

Потеря ак-
тив. при
иммоб., %

Дихлоргидрат ДБК
1,83-10*4 0,7 6 12
3,66 -10*4 1,0 8 11
7,33 -10*4 1,5 12 34
1,83 -10*3 1,8 15 62

ДБК
4,96 -10*4 2,4 20 15
1,49 *10"3 2,6 21 19
2,48 -10*3 2,8 23 17
3,47.10*3 3,0 25 24

Таблица 2
Иммобилизация протосубтилина на органоминеральный
носитель с помощью ДБК,рН 8,5 (0,2 М боратный буфер)
и темп. 5 °С, взятое для иммобилизации количество
единиц активности 5,7 мккат

Количество ЦБК,
моль/г^рсцт^дд

Актив, иммоб.
преп..
мккат/Гцс^цт^дд

Степень
иммобили-
зации,у. %

Потеря при
иммобили-
зации, %

4,96 .10*4 0,8 15 11
1,49.10"3 0,8 15 9
2,48 -10*3 1,0 17 14
3,47 -10*3 19 16
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Можно предполагать, что одновременно с иммобилизацией фер-
мента к носителю, часть бифункционального модифицирующего
реагента реагирует только с аминогруппами белка, поперечно
сшивая их. В результате этого активность иммобилизованных
препаратов оказывается относительно низкой.

Поскольку при иммобилизации с помощью ДБК получены луч-
шие результаты по сравнению с дихлоргидратом ДБК в дальней-
шем исследовали стабильность препарата ц-химотрипсина, им-
мобилизованного с ДБК (см. рис. I). Исходная активность ис-
следуемого препарата 0,54 Показано, что
при промывании препарата 0,2 М боратным буфером с pH 8,5
активность не изменяется. Можно полагать, что о.-химотрипсин

с помощью ДБК на органоминеральномносителе.Промывание
препарата2%-ным водным раствором казеинаpH 8,5 (* ) и
0,2М боратным буфером pH 8,5 (О ) при темп. 25 °С в тече-
ние 1 часа. Исходная активностьисследуемогопрепарата
o,s4мккат/r

_носителя
на органоминеральном носителе адсорбирован и химически свя-
зан. При промывании данного препарата 2 % водным раствором
казеина pH 8,5 сохранялась только 40 % активности иммо-
билизованного препарата. Делаем вывод, что 40 % иммобилизо-
ванного <х.-химотрипсинаприсоединено к носителю ковалентно,
а .остальная часть иммобилизованного фермента адсорбирована
на нем.

Для иммобилизации протосубтилина выбрали ДЕК как более
реакционноспособный реагент по сравнению с дихлоргидратом
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ДБК (см. данные табл. I). Иммобилизацию протосубтилина
провели с разными количествами ДБК (см. табл. 2) при одина-
ковых количествах фермента и носителя. Продолжительность
процесса иммобилизации 4 ч. По данным табл. 2 коэффициент
сохранения активности не велик и при увеличении концентра-
ции ДБК медленно растет. Но при иммобилизации протосубтили-
на с ДБК потеря активности незначительна. В связи с низкими
значениями коэффициента сохранения активности и ничтожной
активностью иммобилизованных препаратов их стабильность не
исследовали.

Как указано в сообщениях L5, 6], в присутствии органи-
ческого растворителя в водных растворах скорость реакции
гидролиза уменьшается, а скорость реакции амидинирования
повышается, поэтому [Ь-галактозидазу иммобилизовали в си-
стеме органический растворитель - вода. Результаты иммоби-
лизации [Ь-галактозидазы в данной системе приведены в таб-
лице 3.

Как видно по данным табл. 3, активности иммобилизованной
jS-галактозидазы уже значительно выше. Поскольку реакция им-
мобилизации [Ь-галактозидазы в данной системе происходит
при pH 4,2, маловероятно, что реакция амидинирования про-
текает полностью. Фермент может адсорбироваться на носителе,
а модификатор - реагировать с другими функциональными груп-
пами белка, кроме аминогрупп.

При иммобилизации ферментов азидами оксикислот, как
неразлагающимися модификаторами, исследовали различные спо-
собы активирования носителя.

При иммобилизации й,-химотрипсина с помощью ДГК ис-
пользовали три разных способа. Первый способ: активация

Таблица 3
Иммобилизация Ц-галактозидазы с помощью ДБК
в системе орг. растворитель-вода

Растворитель Актив, иммоб.
преп., мккат/г^^^

Степень иммо-
билизации,

ft %

Потеря
актив,
при им-
моб., %

Диоксан 1,23 25 11
Ацетон 1,17 23 14
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органоминерального носителя ДГК, после чего добавляли ра-
створ к. -химотрипсина. Получали активности препаратов поряд-
ка 6,5 мккат на I г сухого носителя (У =25 %). Второй спо-
соб: адсорбция ok -химотрипсина на органоминеральном носите-
ле и, после этого, поперечное сшивание ДГК. Активности пре-
паратов получали порядка 1,3 мккат на I г сухого носителя
(у = 4,4 %). Третий способ: органоминеральный носитель сме-
шивали с раствором ok -химотрипсина и добавляли раствор ДГК.
Активности препаратов получали порядка 5,5 мккат на I г су-
хого носителя (у = 18 %). Все опыты проводили с одинаковы-
ми количествами органоминерального носителя, ДГК и ok-химо-
трипсина при темп. 2 °С. По результатам экспериментов луч-
шим оказался первый способ, при котором вначале с аминогруп-
пами органоминерального носителя реагирует ДГК, а потом
свободные азидные группы реагируют с аминогруппами фермента.
Относительно низкое значение коэффициента выхода активности
при втором способе объясняется адсорбционными свойствами ор-
ганоминерального носителя. Поэтому в дальнейших опытах при
иммобилизации с помощью ДГК использовали первый способ.

Рис. 2. Иммобилизация о—химотрипсина на органоминеральном носите-
ле глутаровым альдегидом (А ) и диазидом глкжаровой кислоты
(*), д й.

При иммобилизации ok-химотрипсина с помощью ДГК на ор-
ганоминеральном носителе активность ok-химотрипсина варьиро-
валась в пределах 6-40 мккат. Параллельный опыт с глутаро-
вым диальдегидом (ГА) провели с такими же количествами ве-
щества и по той же методике. Результаты иммобилизации при-
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ведены на рис. 2. Как видно из рис. 2, оптимальным оказыва-
ется значение исходной активности порядка 10-20 мккат на
I г сухого носителя и иммобилизация с помощью ДГК дала не-
много лучшие результаты (на %), чем иммобилизация с ГА.

Рис. 3. Стабильность иммобилизованного на органоминеральном носи-теле диазидом глюкаровой кислоты й.-химотрипсина. Промы-вание иммобилизованного препарата 2%-ным раствором казеи-на pH 8,5 при темп. 25 С в течение 1 часа. Исходная актив-ность исследуемого препарата 6,4 мккат/г

Рис. 4. Выход активности при иммобилизации <х.-химотрипсинатри-
азидом лимонной кислоты на органоминеральном носителе
(pH 8,5, t - 20 С). У) Й, $ -без УФ - облуче-



64

Стабильность иммобилизованного с помощью ДГКз.-химо-
трипсина изучали при промывании иммобилизованного препара-
та 2%-ным раствором казеина pH 8,5 30 мл-выми порциями в
течение I часа (см. рис. 3). После первого промывания ак-
тивность иммобилизованного препарата уменьшается на 40 % и
затем практически не изменяется. Такое явление показывает,
что часть фермента плохо связана или адсорбирована, и вы-
мывается при первой промывке.

ен 4,2; t= 2 °С). у, R, Ж - без УФ - облуче-

Реагент ТЛК исследовали как новый модификатор при им-
мобилизации ферментов. Объектами иммобилизации при помощи
ТЛК на органоминеральный носитель были выбраны а.-химотрип-
син и [Ь-галактозидаза. Иммобилизация их проведена при зна-
чениях pH 8,5 и 4,2 соответственно.. Поскольку фотолиз изо-
циановых эфиров приводит к нитренам и влияние УФ-света на
ацилазиды неизвестно, иммобилизацию oL-химотрипсина и [Ъ-га-
лактозидазы с помощью ТЛК провели в кварцевых сосудах при
УФ-облучении. Как видно по данным рис. 4 и 5, существенной
разницы в реакциях иммобилизации этих ферментов как без

так и с УФ-излучением нет. Результаты иммо-
билизации при УФ-облучении в обоих случаях были на 5 %

лучше. Это явление можно объяснить некоторым повышением
эффективности реакции между аминогруппами носителя и ТЛК
под дейстьием УФ-излучения. При увеличении исходной актив-
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ности з.-химотрипсина коэффициент выхода активности К умень-
шается приблизительно до 30 %, а при иммобилизации Ц-галак-
тозидазы - приблизительно до 20 %. По этим данным иммобили-
зация з--химотрипсина в некоторой мере эффективнее, чем им-
мобилизация [Ь-галактозидазы. Разницу в эффективностях при
иммобилизации этих ферментов можно объяснить тем, что реак-
ция с [Ь-галактозидазой проводится при значении pH 4,2. Мож-
но предполагать, что при таком значении pH аминогруппы ор-
ганоминерального носителя полностью не реагируют с ТЛК и
модификатор в то же время может реагировать с другими функ-
циональными группами фермента, кроме аминогрупп. Как видно
по данным рис. 2, 4 и 5, иммобилизация ферментов с помощью
ТЛК даёт лучшие результаты, чем при помощи ДГК. Мы предпо-
лагаем, что вероятность реагирования азидной группы с ами-
ногруппой органоминерального носителя у ТЛК больше, чем у
бифункционального реагента ДГК.

Из вышесказанного вытекает, что синтезированные нами
бисьыиноэфиры и азиды оксикислот применимы в качестве мо-
дификаторов и сшивающих агентов при иммобилизации ферментов.
Сравнение ДБК и дихлоргидрата ДБК как модификаторов пока-
зало преимуществе первого. Учитывая лабильность ДБК в вод-
ной среде, желательным можно считать его применение в вод-
но-органических системах. Более перспективными при иммоби-
лизации ферментов являются азиды оксикислот как водораство-
римые модификаторы.
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A. Käärd, M. Kreen, K. Pappel

Immobilization of Enzymes by Iminoethers and
Azides of Hydroxyacids on Organic-inorganic
Composition Carriers

Abstract

The possibility of the immobilization of ot-chymotryp-
sine, and alcaline protease from Bac.subti-
lis with derivatives of carbamic acids, synthesized in our
laboratory, has been investigated. Diethylether of bisi-
minoadipic acid (DBA), its dichlorohydrate, diazide of
glucaric acid (DGA) and triazide of citnic acid (TCA) have
been used in water and water-organic solvent medium.

Optimal conditions for the immobilization of proteins
on porous organic-inorganic composition comprising free
aminogroups have been found. The stability of immobilized
enzyme preparations has been investigated. The advantage of
DBA for the immobilization of enzymes has been shown. Azides
of hydroxyacids as compounds soluble in water can be re-
commended for the modification of proteins.
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ИММОБИЛИЗАЦИЯ МИКРОБНЫХ КЛЕТОК ВКЛЮЧЕНИЕМ
В МОДИФИЦИРОВАННЫЙ АГАР

Иммобилизация клеток микроорганизмов является новым
перспективным направлением получения биокатализаторов, ис-
пользуемых в биотехнологических процессах. Однако многие
известные способы иммобилизации клеток, как, например,вклю-
чение в гели полиакриламида, альгината кальция, каррагина-
на и др., по различным причинам мало пригодны для техноло-
гии биокатализаторов, предназначенных для крупномасштабных
процессов. Акриламид и каррагинан отечественной промышлен-
ностью не выпускаются и являются практически недоступными
для крупномасштабного производства биокатализаторов. Гель
альгината кальция быстро разрушается в случае присутствия
в среде соединений, комплексующихся с ионами Са .

Нами были изучены возможности получения иммобилизован-
ных микробных клеток по следующей общей схеме: клетки ди-
спергировали в среде, содержащей водорастворимый полимер
и полиамин, и смесь обрабатывали бифункциональным реаген-
том, растворенным в воде или органическом растворителе.В-
ыбор материалов обусловлен их доступностью в больших коли-
чествах и низкой стоимостью. В качестве объекта иммобилиза-
ции были использованы клетки дрожжей species
№ll2, обладающие Ь-и.-аминокапролактамгидролазной и L-ли-
зинамидазной активностями. В ходе другого исследования 41]
было найдено, что обе упомянутые активности характерны для
одного и того же фермента. Биокатализатор на основе данных
клеток может быть использован в технологии получения L-ли-
зина из химического сырья.
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Материалы и методы

В работе использовали L -лизин гидрохлорид, кристалли-
ческий, отечественного производства, который дополнительно
перекристаллизовывали из смеси вода-метанол. Субстрат L -

а- аминокапролактам синтезировали из L-лизина по методи-
ке С23. В качестве водорастворимых полимеров применяли же-
латину пищевую, картофельный крахмал, агар пищевой отечест-
венного производства, поливиниловый спирт (мол. вес 30000)
- фирмы "Merck", натриевую соль карбоксиметилцеллюлозы -

фирмы "Servo" . В реакциях иммобилизации использовали 25 %

глутаровый альдегид, эпихлоргидрин, цианурхлорид, толуол-
диизоцианат - продукты фирмы "Merck". В качестве поли-
аминов применяли 50% полиэтиленймин и гексаметилендиамин
- фирмы "Ftukct". Биомассу клеток дрожжей

species № 112 выращивали по методике ГЗ] и после высуши-
вания ацетоном использовали для иммобилизации.

Иммобилизацию клеток в полимерный каркас проводили по
следующей общей методике (таблица I, опыты № I - 10): по-
лимер растворяли в воде, прибавляли 50% раствор полиэти-
ленимина, затем прибавляли раствор I н НСI до значения
pH 8,2-6,5 и смешивали с суспензией клеток в воде. Во всех
случаях весовое соотношение полимер:клетки составляло 1:1.
Полученную гомогенную массу полимера, клеток и полиэти-
ленимина обрабатывали бифункциональным реагентом. Для это-
го в смесь добавляли определенный объем водного раствора
бифункционального реагента до желаемой концентрации (вари-
ант а), или в другом случае гомогенную массу выдавливали по
каплям через иглу шприца в раствор бифункционального реаген-
та в органическом растворителе или воде (вариант б).

Иммобилизацию клеток в модифицированный агар (таблица
I, опыты № 11-16) осуществляли следующим образом (оптималь-
ные условия): 0,75 мл 50% раствора полиэтиленимина раст-
воряли в 7-8 мл воды, прибавляли I н раствор НСI до значе-
ния pH 8,5, прибавляли 0,22 гагара, объем смеси доводили
водой до 10 мл, и подогревали до 80° для полного растворе-
ния агара. Смесь охлаждали до 50°, прибавляли 1,6 г сухих
клеток, перемешивали и охлаждали льдом и водой до 5 °С. Об-
разовавшийся блок геля с включенными клетками измельчали
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продавливанием через сито. Полученные гранулы помещали в
стакан сsoмл 1% раствора глутарового альдегида. После
контактирования смеси в течение 20 минут при 4-6 °С грану-
лы промывали дистиллированной водой, затем высушивали про-
мыванием ацетоном и хранили до использования в эксикаторе
над помещенном в холодильник.

Ферментативную активность биокатализаторов определяли
по начальной скорости образования продукта реакции L-лизи-
на при гидролизе L- к-аминокапролактама. Определение про-
водили в термостатируемой при 50 °С ячейке, при перемеши-
вании магнитной мешалкой. Препараты биокатализаторов в су-
хом виде прибавляли к раствору субстрата и после 2-3 мин
набухания брали контрольную пробу для определения фоновой
концентрации лизина. Активность определяли при концентра-
ции субстрата 0,1 М и pH 8,0. Дополнительные буферные соеди-
нения в реакционную смесь не вводили, так как L- з,-амино-
капролактам обладает определенной буферной емкостью. Дли-
тельность ферментативной реакции 30 минут. Пробу реакцион-
ной смеси обрабатывали реактивом, содержащим фурфурол и
измеряли концентрацию лизина спектрофотометрически при
535 нм по методу 44]. Более детально методика определения
аминокапролактамгидролазной активности и ее аналитическая
характеристика описаны в статье 45]. Единица ферментативной
активности - количество биокатализатора, образующего один
мкмоль лизина в мин. Активность биокатализаторов рассчиты-
вали на сухой вес препаратов (Е/г). Активность в Е/мл полу-
чали делением значения активности на сухой вес (Е/г) на ве-
личину набухаемости.

Для определения набухаемости препаратов в стаканчик
приливали воды и накладывали на него фильтровальную бумагу
так, чтобы ее один конец был опущен в воду. На бумагу кла-
ли точно взвешенное количество (50-100 мг) сухого препара-
та, стаканчик помещали в эксикатор и оставляли при комнат-
ной температуре до полного набухания, т.е. на 20 часов. За-
тем набухший препарат взвешивали. Набухаемость рассчиты-
вали по формуле

Vm=9l/32'
где - вес набухшего препарата, г

вес сухого препарата, г.
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Для определения ферментативной стабильности биокатали-
заторов через термостатируемые при колонки, заполненные
испытуемыми препаратами, со скоростью II +1 мл/час прокачи-
вали 0,1 М раствор L-лизина, pH 8,25 (консервант - толуол).
Через определенные интервалы времени извлекали образцы пре-
паратов, хорошо отмывали водой и определяли остаточную ак-
тивность.

Результаты и их обсуждение

Для изучения возможности иммобилизации микробных кле-
ток путем их включения в сшитый полимерный каркас нами бы-
ли использованы легкодоступные водорастворимые полимерные
материалы: карбоксиметилцеллюлоза, желатина, крахмал, по-
ливиниловый спирт и агар. В качестве сшивающих реагентов
использовали эпихлоргидрин, толуолдиизоцианат, цианур-
хлорид и глутаровый альдегид и в качестве полиаминного ком-
понента - полиэтиленимин. Первоочередной задачей явилось
определение возможности формирования гранулируемого материа-
ла, обладающего достаточной механической прочностью для по-
следующего использования в качестве биокатализатора. Резул-
ьтаты, полученные при опробовании различных комбинаций упо-
мянутых материалов показаны в таблице I. Во всех случаях при
использовании карбоксиметилцеллюлозы различной концентра-
ции, после прибавления любого применяемого нами бифункцио-
нального реагента, не был получен материал с достаточной ме-
ханической прочностью, который можно было бы измельчать (опы-
ты № 1-5). В опытах 6 и 7 смесь клеток, карбоксиметилцеллю-
лозы и полиэтиленимина вводили по каплям в раствор соответ-
ствующего бифункционального реагента в органическом раство-
рителе. Однако образовавшиеся гранулы были механически не-
прочными. Неудачными оказались также попытки получить меха-
нически устойчивые гранулы при использовании в качестве по-
лимера желатина, крахмала и поливинилового спирта. Во всех
случаях смесь клеток, полимера и полиэтиленимина вводили
по каплям в раствор соответствующего бифункционального ре-
агента в ацетоне, однако, капли слипались в механически не-
прочные комки.

Механически устойчивые биокатализаторы были получены
при использовании агара в качестве водорастворимого полиме-
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Т
а
бл
и
ца
1

Результатыопробования
различных

вариантовполучениябиокатализаторов

№ опы- та

Растворимый
полимер,концентрация

Аминныйкомпонент,концентрация
Бифункциональный реагент,концентрация

Способ
об-

работки
(ра-створители)

Механическая прочность*

1

2

3

4

5

6

1

Ка^боксиметилцеллюлоза,
Полиэтиленимин,
То^уолдиизоцианат,

а

2

То
же

То
же

Эпихлоргидрин,
5%
а

-

3

Карбоксиметилцеллюлоэа,
4%

То
же

Толуолдиизоцианат,
а

—

4

оксиметилцеллюлоза,
Полиэтиленимин,
Тол^олдиизоц^анат,

а

5

То
же

То
же

альдегид. а

6

То
же

То
же

Эпихлоргидрин,
10%

б(толуол)
+

7

То
же

То
же

Цианурхлористый,
5%

б(ацетон)
+

8

Желатина,
5%

Полиэтиленимин,2,5%

Глутаровый
альдегид,

2,5%

б(ацетон)

9

Крахмал,
5%

То
же

Эпихлоргидрин,
10%

б(ацетон)
-

10

Поливиниловый
спирт,

То
же

Толуолдиизоцианат,
б(ацетон)

11

Агар,
4%

Полиэтиленимин,2,5%

Эпихлоргидрин,
5%

+
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1
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12
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Полиэтиленимин2,5%

Глутаровый
альде-
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++

13

Тоже

-

То
же

+

14

Агар,
2%

Полиэтиленимин,
То
же

++

15

Тоже

Ге^саметилендиамин,
То
же

+

16

Тоже

Лизин,
5%

То
же

+

х

Примечание:механическую
прочностьоценивалипо

результатамперемешиванияводнойсуспензии

продукта
вячейке,установленной

намагнитной
мешалке:-
препарат

необладает

заметноймеханической
прочностью,t-

препаратпостепенноизмельчаетсяприпере-

мешиваниивтечение1часа;
++препарат
остаетсяустойчивым
приперемешивании

втечение1
часа.



73

ра. Гранулы, содержащие клетки, агар и полиэтиленимин, об-
работанные водным раствором глутарового альдегида (опыт
№l2) не измельчались при перемешивании при 40-50 °С в те-
чение часа. Можно отметить, что обработка гранул раствором
эпихлоргидрина в ацетоне (опыт № II) является неприемлемой,
так как гранулы при перемешивании в течение часа полностью
измельчались. То же самое можно сказать о гранулах, обра-
ботанных глутаровым альдегидом, однако, полученных в от-
сутствие полиэтиленимина (опыт № 13). Наряду с полиэтилен-
имином в качестве полиамина нами были использованы гексаме-
тилендиамин и лизин, которые.однако, оказались непригодными.
Полученные при этом продукты отличались низкой механической
устойчивостью (опыты № 15, 16). Таким образом, препараты с
достаточной механической прочностью нам удалось получить
только при иммобилизации клеток в систему агара, полиэти-
ленимина и глутарового альдегида (опыты № 12, 14).

Данный метод иммобилизации оптимизировали по методу
последовательного симплекс-планированияСб!. В качестве фак-
торов оптимизации были избраны концентрация агара в %

концентрация клеток в мг/мл концентрация полиэтилен-
имина в % (Z 3), концентрация раствора глутарового альдеги-
да в % качестве критериев оценки рассматривались ак-
тивность препарата в Е/мл (У^) и выход ферментативной ак-
тивности в процессе иммобилизации в % (У2), а также механи-
ческие свойства, если они значительно ухудшались. Целевой
функцией считали произведение У = У]--Уд-0,01. Основной уро-
вень факторов (Zj) и интервалы варьирования факторов (AZj)
приведены ниже:
Факторы Z 1 z Z 3 Z 4zj 3,0 100 2,0 1,8

Azj 2,0 69,2 2,45 1,26
В таблице 2 приведены данные серии последовательных

экспериментов, выполненных при оптимизации способа иммоби-
лизации в модифицированный агар методом симплекс-планирова-
ния, показывающие влияние изменения концентраций исходных
материалов на ферментативную активность препарата и выход
активности. Полученный в 9-м опыте препарат был механически
нестойким. Причиной этого может быть слишком низкая концент-
рация бифункционального реагента, т.е. глутарового альдеги-
да. В связи с этим условия 8-го опыта были использованы в
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качестве основного уровня факторов и уменьшены интервалы
варьирования факторов ( = 1,0, = 86,5, = 1,5 и

представлены в таблице 3.

Полученные в опытах 2 и 5 препараты при перемешивании
легко распадались на мелкие частицы. Таким образом, приведен-
ные в опыте I концентрации компонентов можно считать опти-
мальными, однако, ясно, что изменение концентрации клеток в
более широких пределах может оказать существенное влияние
на активность препарата. Изучение этого вопроса дало резуль—-

Таблица
Матрица симплекса и результаты опытов
иммобилизации клеток в модифицированный агар

2

№
опы-
та Zl

Активность
У1

Выход
акт.
Ур, % УЕ/г Е/мл

1 4,0 120 2,5 2,0 273 74,9 51,9 38,9
2 2,0 120 2,5 2,0 293 93,5 49,6 46,4
3 3,0 60 2,5 2,0 243 71,2 57,3 40,8
4 3,0 100 0,5 2,0 384 57,2 63,9 36,6
5 3,0 100 2,0 1,0 403 119 74,4 88,7
6 3,0 100 4,3 1,5 284 78,3 60,4 47,3
7 1,5 70 3,1 1,25 384 102 78,7 79,9
8 1,75 135 3,4 0,88 533 139 90,8 126
9 2,65 63 3,9 0,31 575 89,8 98,0 88,0

Таблица 3
Последующая матрица симплекса и результаты опытов
иммобилизации клеток в модифицированный агар

№
опыта 2? Z3 24

Активность
У1

Выход
акт.
Ур. %

У
Е/г Е/мл

1 2,25 160 3,75 1,0 539 142 91,3 129
2 1,25 160 3,75 1,0 588 157 95,1 149
3 1,75 85 3,75 1,0 415 125 84,1 105
4 1,75 135 2,52 1,0 455 129 73,8 95,3
5 1,75 135 3,44 0,24 784 174 99,9 174
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таты, из которых следует, что данная система "насыщается"
клетками при их концентрации 160-180 мг/мл. Дальнейшее по-
вышение исходной концентрации клеток ведет к понижению
выхода ферментативной активности, а также сильному ухуд-
шению механических свойств.

Таким образом, путем планирования экспериментов симп-
лекс-методом, применяя вышеуказанную систему компонентов,
нами был получен препарат иммобилизованных клеток с высокой
ферментативной активностью и хорошим выходом в процессе им-
мобилизации.

Из литературных данных известно, что включение в
агар используется как метод иммобилизации микробных клеток,
в частности, клеток, обладающих глюкозоизомеразной активно-
стью Е7l. Однако в известном методе используется сравни-
тельно небольшое исходное соотношение клетки/гельобразую-
щие материалы(l:l), что препятствует достижению высокой фер-
ментативной активности биокатализатора. В разработанном спо-
собе иммобилизации вышеуказанное весовое соотношение дости-
гает 2,7:1, благодаря чему ферментативная активность пре-
парата значительно повышается.

Иммобилизация предполагаемым методом приводит к су-
щественной стабилизации ферментативной активности биоката-
лизатора. Нами была исследована стабильность двух биоката-
лиэаторов, полученных включением в агар: I) полученного мо-
дифицированным методом и 2) полученного по литературной ме-
тодике Е73 без применения дополнительных реагентов. Опреде-
ляли стабильность биокатализаторов, находящихся в условиях
непрерывного протекания раствора продукта катализируемой ре-
акции. Полученные результаты представлены на рис. I. Можно
отметить наличие существенного стабилизирующего эффекта,ха-
рактерного описываемому методу. По литературным данным из-
вестно, что глутаровый альдегид легко вступает в реакцию со
свободными аминогруппами. По-видимому, в случае иммобилиза-
ции в модифицированный агар, образуются прочные ковалентные
связи между отдельными молекулами полиэтиленимина через
глутаровй альдегид. В такую цепь могут быть включены сво-
бодные аминогруппы, находящиеся на поверхности клеточной
стенки или мембраны. Такая "сшивка" становится препятствием
для вымывания клеток из гранул агарового геля и это приво-
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Рис. 1. Ферментативная стабильность биокатализаторов, полученных
включением в агар: 1 модифицированным методом; 2 по

дит к повышению ферментативной стабильности биокатализато-
ра. Присутствие полиэтиленимина препятствует и инактивации
фермента глутаровым альдегидом. Препарат иммобилизованных
клеток, полученный в отсутствии полиэтиленимина (таблица I,
опыт № 13),после обработки глутаровым альдегидом теряет
ферментативную активность на 35 %.

Полученные результаты показывают, что способ иммоби-
лизации включением в модифицированный агар обеспечивает вы-
сокую ферментативную активность и стабильность препарата
иммобилизованных клеток, что приводит к существенному уве-
личению продуктивности при применении такого биокатализато-
ра в технологическом процессе.
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G. Miksite, A. Dikciuvene, A. Paulio-
konis, D. Kazlauskas, A. Köstner

Immobilization of Microbial Cells by Entrapment
in Modified Адат Gel

Abstract

Biomass of yeasts Cryptococcus sp. No. 112 has been
entrapped in modified agar gel yielding a biocatalyst with
lysinatnidase activity. Using the optimization procedure
activity up to 800 U/g has been obtained with almost com-
plete retaining of initial activity. With the help of modi-
fiers the stability of biocatalyst has been enhanced and
half-life time about 40 days obtained. The proposed cata-
lyst may be used for stereoselective production of L-lysine
from racemic <x-aminocaprolactam.
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ТАШЖА POLUTEHNILISE INSTITUUDI TOIMETISED

ТРУДЫ ТАЛЛИНСКОГО ПОЛИТЕХНИЧЕСКОГО ИНСТИТУТА

УДК 664.951.7:639.515-002.38:547.979.8
Т.И. Ранд, Ю.М. Канн, Т.А. Кыргма

ИЗУЧЕНИЕ ВЫДЕЛЕНИЯ И СОСТАВА КАРОТИНОИДОВ
ИЗ ПАНЦИРЯ КРЕВЕТКИ

Яркий розово-красный цвет креветки, криля и других ра-
кообразных обусловлен каротиноидами, которые содержатся в
основном в их панцире. Во время переработки креветки в про-
мышленности остается панцирь, а также головы и усы. Накап-
ливаются отходы, приблизительно 70 % от веса креветки, кото-
рые содержат в значительных количествах каротиноидные пиг-
менты, протеин и минеральные вещества. Эти отходы исполь-
зуются в мире для производства хитина-хитозана, рыбо-кормо-
вых добавок, а также красителя для пищевой промышленности.

По данным литературы основным пигментом креветки и
других ракообразных является астаксантин (Ас)-3,3*-дигидро-
кси-^,р-каротин-4,4-дион (рис. I). Названный каротиноид
встречается в свободной форме, в виде эфиров или з комплек-
се с белком. Кроме Ас содержатся и &-каротин, кантаксантин
и др. соединения. Общее содержание Ас в креветке 14,9 мкг/г,
в муке креветки от 4 мкг/г до 76 мкг/г, исходя от режима
сушки СП.

В настоящей работе исследовали сухой панцирь креветки
с целью получения красителя для рыбных продуктов.
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Материалы и методы

Панцирь, как отход при переработке креветки, получен
из холодильного завода № I Мурманского рыбокомбината. Пан-
цирь был предварительно высушен (содержание влажности было
7-8 %) и измельчен, имел слабый розовый цвет и запах, свой-
ственный креветкам.

Выделение каротиноидных пигментов из панциря проводили
экстрагированием техническим этанолом. Определен химический
состав панциря до и после экстрагирования (см. табл. I). От-
фильтрованный экстракт пигмента упаривали в ротационном ис-
парителе при разрежении до маслянистого остатка.

Количественное определение каротиноидных пигментов как
в экстракте, так и в концентрате красителя проводили в
спектрофотоколориметре " S РЕ К О L."Z V измерением величи-
ны экстинкции Е. Содержание каротиноидов в этанольном экс-
тракте установили измерением экстинкции разбавленного экс-
тракта при длине волны 475 нм. Содержание каротиноидных пиг-
ментов в красителе выразили соотношением:

m
где - экстинкция хлороформенного раствора красителя

при длине волны 490 нм, объем раствора 100 мл;
гм - навеска концентрата, г (около 0,1 г точностью

0,0001 г).
Для более точного определения и идентификации каротино-

идов в панцире креветки и в полученном красителе были при-
менены методы колоночной и тонкослойной хроматографии.

Выделение и определение Ас проводили по методу Lam-
berfsenn Broekkan С23. Пигменты из панциря креветки выде-
ляли экстрагированием ацетоном и этиловым эфиром. Получен-
ный экстракт концентрировали, остаток растворяли в гексане
и пропускали через колонку силикагеля марки ЛС (5/40 мкм).
Краситель прямо растворяли в гексане и пропускали через ко-
лонку.

Гексановый раствор красителя, а также фракции Ас из
колонки (растворы в гексане) проверяли на тонком слое. Нами
были использованы пластинки UV 254 (150 х
х 150 мм), пластинки силикагеля марки ЛС (90 х 120 мм) и
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пластинки силикагеля фирмы "Reaпа["(9s х 100 мм). В каче-
стве движущей фазы применяли 25 % раствор пропилацетата
или иэопропилацетата в бензоле. Объем пробы 10-100 мкл.

Результаты и обсуждение

Средний химический состав панциря до и после экстраги-
рования приведен в таблице I.

Выход концентрированного красителя составлял 2-4 % от
веса панциря.

В таблице 2 приведены полученные результаты о содержа-
нии Ас и его эфиров в панцире креветки и в красителе. Со-
держание Ас в сухом панцире было 2,6 мг %, что соответству-
ет литературным данным С2].

Таблица
Средний химический состав панциря креветки, %

1

Показатель
Сухой панцирь
до экстрагиро-
вания

Панцирь после
экстрагирова-
ния

Панцирь после
экстрагирова-
ния и высуши-
вания

в про-
дукте

в сухом
вещест-
ве

в про-
дукте

в сухом
вещест-
ве

в про-
дукте

в сухом
вещест-
ве

1 2 3 4 5 6 7
Влажность 8,4 71,8 — 7,2 -

Сырой белок
(N х 6,25)

47,7 52,1 11,2 39,6 55,8 60,1

Сырой жир 4,1 4,4 0,4 1,2 3,4 3,7
Зола 24,6 26,9 7,8 27,6 25,3 27,3

Таблица 2
Содержание астаксантина и его эфиров в сухом
панцире креветки и в красителе

Сухой панцирь
креветки

Краситель

Астаксантин, мг %

В том числе, %

2,596 39,061

диэфир астаксантина 70 59
моноэфир астаксантина 5 21
свободный астаксантин 24 20
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На рисунках 2, 3 и 4 приведены результаты тонкослой-
ной хроматографии.

На пластинках "SHufot" (рис. 2) краситель и фракция
диэфира Ас дали розовые пятна, моноэфир Ас и свободный Ас
желтые пятна с "хвостиком". Разделения красителя не про-
изошло, так как значения для составных компонентов
проб очень близки (0,94-0,96).

На пластинках силикагеля марки ЛС (рис. 3) диэфир Ас
дал оранжевое пятно ( Rf= 0,88), моноэфир Ас и свободный
Ас дали желтые пятна ( Rf у обеих 0,76). Краситель разде-
ляли на два пятна - на оранжевое пятно диэфира Ас ( Rf =

= 0,09) и на желтое пятно моноэфира Ас вместе со свободным
Ac (Rp= 0,74).

На пластинках фирмы "Reonat" (рис. 4) из красителя по-
лучены три пятна - розовое пятно диэфира Ac (Rp= 0,8-0,9),
красное пятно моноэфира Ас ( = 0,55-0,65) и оранжево-
красное пятно свободного Ас ( Rp= 0,25-0,35). Фракции Ас
из колонки имели следующие значения Rf : 0,84-0,85 для ди-
эфира Ас, 0,55-0,60 для моноэфира Ас и 0,30-0,32 для сво-
бодного Ас.

Из полученных данных явствует, что наилучшее разделе-
ние астаксантинов достигнуто на пластинках фирмы "Reanat".
Самым ярким красным цветам обладает диэфир Ас, содержание
которого самое высокое (см. табл. 2).

Выводы
1. Панцирь креветки является подходящим сырьем для по-

лучения красного красителя. Выход концентрата составляет 2-
4 %.

2. Наиболее интенсивный красный цвет имеет диэфир ас-
таксантина, содержание которого составляет 59 % от общего
содержания астакеантина в красителе.

3. Для экспресс-анализа и определения каротиноидных
пигментов в красителе предлагается применение соотношения
Ьзо-
где - экстинкция хлороформенного раствора красителя при

длине водны 490 нм, объем раствора 100 мл;
m - навеска концентрата, г (около 0,1 г точностью

0,0001 г).
83
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Isolation and Composition of Carotenoid
Pigment from Shrimp Exoskeleton

Abstract

Red-orange carotenoid pigment has been isolated from
dried exoskeleton of shrimp using the ethanol extraction
process. The value of 2 - 4 % of the colour extract has
been recovered.

The content and composition of carotenoid pigment have
been investigated by column and thin-layer chromatography.
It has been found that fraction of astaxanthin diesters has

more intensive red colour than fractions of monoesters and
free astaxanthin.
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ИССЛЕДОВАНИЕ КИНЕТИКИ ДЕЙСТВИЯ ИММОБИЛИЗОВАННЫХ
КЛЕТОК
I. УСТАНОВКА ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ПОТРЕБЛЕНИЯ КИСЛОРОДА

Иммобилизованные на нерастворимых носителях клетки
микроорганизмов могут иметь ряд преимуществ как перед обыч-
ными культурами, так и перед иммобилизованными ферментами.
Так, с помощью иммобилизованных клеток Sacch.cerevistoe
показана возможность осуществления многих биохимических ре-
акций. Иммобилизованные интактные клетки способны к жизне-
деятельности и сохраняют ферментативную активность и ульт-
раструктурную организацию в течение многих суток Ш.

Сохранение жизнеспособности (метаболической активно-
сти) клеток после иммобилизации необходимо для обеспечения
биохимических реакций с получением целевого метаболита. На-
иболее общим показателем метаболической активности аэробных
микроорганизмов является уровень дыхания иммобилизованных
клеток 023. В частности, в случае клеток, требующих для под-
держания их роста низких концентраций растворенного кислоро-
да, таких как ИИ, этот показа-
тель при наличии чувствительного метода анализа может ока-
заться наиболее информативным.

Интенсивность использования кислорода является важной
составляющей характеристики биореакторов для аэробных про-
цессов. Разработаны различные методы измерения концентрации
растворенного кислорода и скорости его потребления микроор-
ганизмами, применимые как к модельным системам, так и к про-
мысленным культиваторам КЗ, 4]. Нами для определения дыха-
тельной активности клеток Sacch.cerevts'ioe был применен
один из вариантов динамического метода, который обычно при-
меняется при исследовании условий массопередачи кислорода
в ферментаторах. Однако нашей целью является исследование
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не массопередачи между газовой фазой и средой, а транспорта
кислорода, растворенного в жидкой среде, к иммобилизованным
в гранулах биокатализаторов клеткам микроорганизмов.

В литературе экспериментальные установки для таких из-
мерений не описаны. В данном сообщении излагаются принципы
построения и использования собранного нами аппарата, а так-
же первые результаты, полученные с его помощью. Результаты
определения кинетических характеристик иммобилизованных кле-
ток будут сообщены в дальнейшем.

Описание установки

Для определения потребления кислорода микроорганизмами
нами собрана установка, которая включает (рис. I) ячейку I
с датчиком растворенного кислорода, циркуляционный контур
с ячейками для измерения pH (2)и ЕИ-окислительно-восстано-
вительного потенциала (3) культуральной жидкости и систе-
му подачи стерильного воздуха в ячейку I. Ячейки I, 2 и 3
термостатированы при одинаковой температуре; магнитная ме-
шалка 8 обеспечивает постоянную скорость перемешивания сре-
ды с биокатализатором в ячейке I.

При конструировании ячейки I с датчиком концентрации
растворенного кислорода мы использовали в качестве прототи-
па известное Г53 устройство. Однако несмотря на аналогич-
ность конструкции, наша ячейка имеет более самостоятельное
применение. В ней предусмотрена возможность аэрации, т.е.
калибровки датчика, и выполнение верхней части ячейки в
форме конуса и наличие отводящего канала у вершины конуса
способствуют полному удалению пузырьков воздуха перед нача-
лом измерений. Внешняя циркуляция культуральной жидкости
не является обязательной для получения параметрической кри-
вой и используется для получения дополнительной информации.
Если описанное Е53 устройство не имеет термостатирующей ру-
башки, то в нашем случае это условие является обязательным
и реализовано.

Собранная нами установка применима для продолжительных
исследований. Эти исследования проводятся циклами. -

Измерительный цикл начинается с заполнения ячейки жид-
кой питательной средой. При заданной в рубашке температуре
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питательная среда насыщается кислородом путем подачи возду-
ха через стерильный фильтр до выхода показания кислородного
датчика на стационарный уровень. После этого подача воздуха
прекращается, в ячейку доливается питательная среда так,
чтобы полностью вытеснить оставшийся воздух, и вводится на-
веска клеточного материала (в нативном или иммобилизованном
виде). Таким образом, поверхностная аэрация отсутствует, и
клетки поглощают строго рассчитываемое количество растворен-
ного кислорода. Параметрическая кривая записывается регист-
рирующим прибором датчика растворенного кислорода, и по ее
наклону производится расчет удельной дыхательной активности
микроорганизмов. Все измерения проводятся при фиксированной
частоте вращения мешалки 5.

Измерение pH проведено электродами Гомельского завода
согласованными с цифровыми лабораторным pH-метром OР-
-218 производства ВНР. При измерении окислительно-восстано-
вительного потенциала был применен импульсный деполяризатор
измерительных электродов С6, с. 17], изготовленный своими
силами по электрической схеме, разработанной в Институте
микробиологии им. А. Кирхенштейна АН Латв. ССР (г. Рига).
Перед использованием электрохимического датчика концентра-
ции кислорода C7D было измерено собственное потребление кис-
лорода датчиком в дистиллированной воде и в культуральной
жидкости, не содержащей клеток.

Испытание системы

Материалы и культура

Культура клеток Sacch. cerev'ts!ae получена с Сакуско-
го экспериментального пивзавода. В наших опытах в качестве
питательной среды использовался 20%-ный раствор сахарозы.
Культура Во сИI и s зр - предоставлена нам кафедрой микробио-
логии МГУ. Состав питательной среды: на I л водопроводной
воды 150 г картофеля и 15 г мела.

Иммобилизация клеток проведена по принципу включения в
кальций-полисахаридный гель М2] с содержанием клеток 25 %
(по весу). Гранулы катализатора имели неправильную . форму,
но были достаточно однородны по размерам.
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Сначала мы определяли потребление растворенного кисло-
рода нативными клетками Socch. cerevtsioe при 36 °С. Пос-
ле насыщения питательной среды кислородом навеска дрожжей,
высушенных на нутч-фильтре, помещалась в ячейку с датчиком
растворенного кислорода.

Рис. 2. Потребление кислорода культурной SctCC/h-CerevtSiae.

Из рис. 2 видно, что данная навеска клеток (2 г вл.ве-
са на 200 мл пит. среды) потребляет практически весь раст-
воренный кислород за 7 часов. Опыт был продолжен следующим
образом: в ячейку с культурой клеток барботировали воздух.
За время, достаточно малое (10 мин.) по сравнению с дли-
тельностью измерительного цикла, установился стационарный
уровень растворенного кислорода, меньший, чем начальный
уровень насыщения (фиг. 2). Прекратив аэрацию, снова реги-
стрировали зависимость рO2 от времени. На этот раз раство-
рённый кислород из того же объема жидкости был поглощен за
1,5 часа.

Продолжение эксперимента подобным образом (на рис. 2
показаны три последовательных цикла) приводит к увеличению
суммарной дыхательной активности клеток в ячейке, что мож-
но объяснить ростом клеток в культуре.

Аналогичный эксперимент был проведен с культурой Ва-
сиИ из зр..Наблюдалось изменение в системе, схожее с
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представленным на рис. 2. Рост клеток в ходе опыта подтвер-
жден данными микроскопического исследования.

Рис. 3. Скорость потребления растворенного кислорода клетками

На рис. 3 приведена зависимость скорости потребления
кислорода от времени, полученная дифференцированием пара-
метрической кривой. Как видно из графика, в случае натив-
ных клеток скорость потребления кислорода в течение изме-
рительного цикла изменяется незначительно. Это показывает,
что нативные клетки имеют низкое значение по кислороду,
т.е. снижение концентрации кислорода мало влияет на его по-
требление. В следующих циклах скорость потребления растет
из-за прироста клеток. В случае иммобилизованных клеток
скорость потребления кислорода существенно зависит от его
концентрации, что свидетельствует об увеличении кажущегося
значения в результате иммобилизации. Этот вывод согла-
суется с теорией о влиянии диффузионного сопротивления на
скорость ферментативных реакций.
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Таким образом, имеется возможность контролировать жиз-
неспособность аэробных микроорганизмов, проводя измерения
только одного параметра - уровня растворенного кислорода в
культуральной жидкости. В сочетании с аналитическим опреде-
лением целевого метаболита и предусмотренной возможностью
измерения pH и Eh мы имеем измерительный комплекс для ха-
рактеристики одного из видов биокатализаторов - иммобили-
зованных клеток микроорганизмов. Автоматизировать экспери-
мент планируется с применением микроЭВМ "Электроника ДЗ-
-28".

Литература
1. J.P., Francotte С.,

Simon J.P. Metabolism of intact immobilized cells. -

Arch, int. physiol, et biochim., 1984, 92, N 3* 876.
2. Brodelius P.,Nillsson K. Entrap-

ment of plant cells in different matrices. - FEES Letters,
1980, 122, N 2, p. 312-316.

3. Sobotka M., P г о k о p A., Dunn 1.J.,
Einsele A. Review of methods for the measurement of
oxygen transfer in microbial systems. - Annual Reports Fer-

ment. Processes, 1982, 5, p. 127-210.
4. Sp r i e t J.A., Botterman J., deßuy-

s e r D.R. et al. A computer-aided noninterfering on-line
technique for monitoring oxygen-transfer characteristics
during fermentation processes. - Biotechnol. and Bioeng.,

1982, 24, N 7, p. 1603-1621.
5. Кувшинников В.Д. , Epо ш и н В.К., Си-

к и та Б. Устройство для измерения поглощения кислорода
микроорганизмами. А.с. 487540 СССР. Опубл. в Б.И., 1963,
№ I, МКИ С 12М 1/34.

6. Кристапсонс М.Ж. ,Хабибуллин
Р.Э. Принципы измерения окислительно-восстановительного
потенциала в биотехнологии микробного синтеза. Обзорная ин-
формация. Серия УП. Процессы и аппараты микробиологических
производств. - М., 1985, 36 с.

7. Ма р в е т Р.В., Я э т м е Т.Х. Электрохимический
датчик концентрации кислорода. А.с. № 532796 СССР. Опубл.
в Б.И., 1976, № 39, МКИ О 01 N 27/46 // 5 01 N 27/30.



92

G. Kalbin

Research of Kinetics of Immobilized Cells I
Apparatus for the Estimation of Oxygen Consumption

Abstract

An apparatus for the estimation of kinetic parameters
of biocatalyst is described. The biocatalyst represents the
immobilized cells of aerobic microorganisms. The respiratory
activity monitoring can be carried out by the measurement
of the dissolved oxygen concentration only.
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СРАВНЕНИЕ ВЛИЯНИЯ РАЗЛИЧНЫХ ФРАКЦИЙ ГИДРОЛИЗАТА
КАЗЕИНА НА РОСТ КАЛЛУСНОЙ КУЛЬТУРЫ Papover

somnif erun-i

Введение

Ранее нами было показано,чтоиспользуемыевсоста-
вепитательнойсредыгидролизатыказеина,полученныераз-
личнымиметодами,по-разномувлияютнаросткаллуснойкуль-
турыклетокPapaversomntferum Еl3.Такгидролизатка-
зеина(ГК),полученныйспомощьюиммобилизованногопрото-
субтилина,способствуетнаибольшемунакоплениюбиомассы,что
примернов2-3разапревышаетнакоплениебиомассывслучае
ГК,полученногоспомощьюпанкреатина.ИспытанныенамиГК
различалисьстепеньюгидролизаи,следовательно,пептидным
составом.

Цельюданнойработыбыловыяснениевлиянияразличных
пептидныхфракцийодногопрепаратаГКнаросткаллуснойкуль-
турыклетокР.sommferum-

Материалыиметоды

Культура.КаллуснуюкультуруклетокР. somniferum
выращиваливпробиркахна агаризованнойсредепри26 °С.
в темноте.Минеральнуюосновупитательнойсредыготовилипо
прописиМурасигеиСкуваМ2],добавляливитамины,ростовые
вещества,сахарозу,гидролизатказеина.Пересаживаликаллу-
сычерез29-32дня.Для характеристикиростакультуры в
различныхусловияхпитанияснималиростовыекривые,отражаю-
щиескоростьнарастаниясыроговеса w ,относительныйпри-
ростсыроговесаткани(- ) во времени,ростовыйин-
декс —и относительноесодержаниесухоговеществавтка-
ни.Вес тканикаллусовизмеряличерезкаждые3-4дня.Сухую
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ткань получали высушиванием сырой биомассы клеток при 60-
70 в течение суток

Гидролизат казеина. В работе использовали гидролизат
казеина, полученный с помощью щелочной протеазы Вас. sub-
+!Иэ (протосубтилин), иммобилизованной на органомине-

ральном носителе, разработанном на кафедре органической и
биологической химии ТЛИ. Условия получения гидролизата ка-
зеина приведены в нашей предьщущей работе ГП. Использова-
ли сухой препарат гидролизата казеина с содержанием амин-
ного азота 4,7 %.

Ультрафильтрация. Для фракционирования использовали
лабораторную ультрафильтрационную установку "мИИ рог". Ис-
пользовали ацетат-целлюлозную мембрану УАМ-150 типа "Влади-
пор" со средним диаметром пор нм. Граница разделения
мембраны по молекулярной массе порядка 5000. Фильтрацию про-
водили до уравнивания объемов фильтрата и концентрата. Полу-
ченные растворы во избежание микробиального заражения авто-
клавировали и хранили в холодильнике. Содержание белка в
концентрате 50-80 мг/мл, в фильтрате 30-44 мг/мл.

Гель-фильтрация. Разделение пептидов ГК гель-фильтра-
ционным способом проводили на колонке размером 56 х 2 см,
наполненной сефадексом Г-25 (medium). Свободный объем ко-
лонки определяли с помощью синего декстрана, он равен 40 мл.
В колонку вносили 5 мл 2%-ного раствора ГК в боратном буфе-
ре сpH = 8,5, элюировали тем же боратным буфером со ско-
ростью 1,8 мл/мин, объем отдельной фракции равен 3 мл.

В целях получения отдельных фракций в больших количест-
вах использовали колонку размером 45 х 5,5 см. Поскольку по-
лученные пептидные фракции в дальнейшем использовали для
приготовления питательных сред для каллусных культур, то
гидролизат казеина растворяли и элюировали дистиллированной
водой. Свободный объем колонки равен 350 мл, скорость элюи-
рования 10 мл/мин, объем отдельной фракции -10 мл. В ко-
лонку вводили 30 мл либо ультрафильтрационного концентрата
(20 мг/мл) либо фильтрата (30 мг/мл).

Объемный коэффициент распределения каждой фракции пеп-
тидов определяли по формуле:

К -

Ve-v<,
* vFvJ '
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где Vp - свободный объем;
- полный объем, соответствующий удерживаемому объ-

ему триптофана;
Vg - объем выхода пептида или белка СЗ].

Лиофилизационная сушка. В целях лучшей сохранности и
удобного обращения фракции пептидов высушивали лиофилиза-
цией. Сушку проводили на лабораторной установке HETOStCC
(Denmark)-

Результаты и обсуждение

В данной работе была поставлена задача выяснить влия-
ние разных пептидных фракций гидролизата казеина, полученно-
го с помощью иммобилизованного протосубтилина на рост кле-
ток.

Полученные путем ультрафильтрации фракции, а именно
фильтрат и концентрат, а также комплексный гидролизат казеи-
на добавляли к питательным средам в количестве 200 мг/л, а
затем на каждый из трех вариантов питательной среды высеи-
вали клетки, которые выращивали сроком 3-4 недели. Это не-
обходимо для того, чтобы клетки привыкли именно к данному
варианту питательной среды. Отличия, касающиеся роста, цве-
та и структуры ткани,проявились уже в клетках первого пас-
сажа. На 2-3-ей неделе роста было видно, что клетки хуже
растут на питательной среде, содержащей фильтрат ГК и кроме
того быстрей темнеют, чем клетки на питательных средах, со-
держащих пермеат или комплексный гидролизат.

Второй пассаж клеток производили в пробирки и наблюда-
ли за ростом клеток в течение месяца. Уже на 18-е сутки
роста наблюдали подобное вышеописанному явление. На 25-е
сутки роста каллусы, выращенные на среде с фильтратом ГК,
становятся темными приблизительно на 2/3 объема, а каллусы,
выращенные на концентрате ГК - лишь на 1/3 объема. К концу
месяца все каллусы приобретают коричневый цвет. Кривые рос-
та клеток II пассажа каллусной культуры Р. somni-ferum
представлены на рис. I. Наименьшими интенсивностью роста и
накоплением биомассы характеризовалась ткань, культивируе-
мая на среде с добавкой фильтрата ГК, вто время как кон-
центрат ГК, а также комплексный ГК способствуют большему
накоплению биомассы, что превышает вариант с фильтратом ГК
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примерно в 2-3 раза. За цикл роста на 30-е сутки накопление
биомассы составило "400 г на I л среды в случае добавления
в питательную среду концентрата ГК и "200 гна I л среды
за пассаж в случае фильтрата ГК. Время удвоения сырого веса
ткани для варианта с фильтратом ГК составляло примерно 8
дней, а для вариантов с концентратом ГК и комплексным ГК
3-5 дней. Тестовый индекс при месячном культивировании со-
ставил соответственно 10,1 и 18,8. Динамика содержания су-
хого вещества ткани (рис. 2) в целом одинакова для обоих
вариантов опыта: на 11-12-е сутки роста наблюдается падение
содержания сухого вещества в ткани каллуса в среднем на 2%,

Рис. 1. Кривая роста клеток 11 пассажа каллусной культуры К
на средах, содержащих разные фракпии ГК. о - комплексный ГК,

ж - ковпентрат ГК; X - ультрафильтрат ГК.

Рис. 2. Динамика содержания сухого вещества в ткани клеток И
пассажа каллусной культуры P-SomniferurriHa средах с
разными фракциями ГК. ж - концентрат ГК; х - фильт-
рат ГК.
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а затем временное нарастание. Клетки каллусной культуры,
выращенные на среде с фильтратом ГК, с меньшим выходом био-
массы отличаются и меньшей скоростью роста в сравнении с
клетками каллусной культуры на среде с концентратом ГК
(рис. 3). Максимальное накопление биомассы наблюдается че-
рез 30-35 дней в случае питательной среды с комплексным ГК
и концентратором ГК, а через дней в случае фильтрата
ГК.

Таким образом, нами было показано, что не только полу-
ченные разными протеазами гидролизаты казеина по-разному
влияют на рост растительных клеток, но и разные пептидные
фракции одного и того же препарата гидролизата казеина раз-
личаются по своему влиянию на рост клеток каллусной куль-
туры. При этом фракция, которая содержит высокомолекулярные
пептиды (М. в. > 5000) наряду с низкомолекулярными, способ-
ствует более интенсивному росту клеток по сравнению с фрак-
цией, которая содержит лишь пептиды с молекулярным весом ни-
же 5000.

Целью нашей дальнейшей работы явилось изучение влияния
пептидных фракций ГК, полученных гель-фильтрацией на сефа-
дексе Г-25, на рост клеток каллусной культуры. Гель-хромато-
граммы ультрафильтрата, концентрата и комплексного ГК пока-
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Рис. 4. Гель-хроматограммы комплексного и фракционированного
на ультрафильтре ГК. Колонка 56 х 2 см, сефадекс Г-25,
о - комплексный ГК; ж - концентрат ГК; х фильтрат ГК.

заны на рис. 4. Все три пробы гидролизата на сефадексе Г-25
разделяются на четыре пика. Объемные коэффициенты распре-
деления первого, второго, третьего и четвертого пиков
соответственно равны 0,086; 0,414; 0,586; I. Хроматограмма
ультрафильтрата ГК существенно отличается от остальных
двух по величине первого пика, так как в нем содержание
крупномолекулярных пептидов ничтожно. В связи с тем, что
П и Ш пики плохо разделяются, их соединяли и в дальнейшем
использовали три пептидные фракции - первая (I пик), вто-
рая (П + Ш пики), третья (1У пик). Относительное содержа-
ние белка в 3-х фракциях комплексного ГК составляет 26,
55 и 7 %, для концентрата эти фракции составляют 7, 40 и
7 %, для фильтрата соответственно 8, 67 и 13 %.

При хроматографировании ультрафильтрата и концентрата
ГК в колонке с размерами 45 х 5,5 см концентрат разделяет-
ся на три фракции со следующими объемными коэффициентами
распределения пик - 0,033; П пик - 0,700; Ш пик -

I. Ультрафильтрат ГК разделяется практически на две фрак-
ции - I пик весьма незначительный по величине. Объемные
коэффициенты распределения равны: для П пика - 0,733,
для Ш пика - 0,963.

Полученные на этой колонке фракции пептидов высушива-
ли методом лиофилизационной сушки и добавляли в питатель-
ные среды в количестве 200 мг/л с целью исследования их
влияния на рост каллусной культуры. Уже в клетках перво-
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го пассажа, произведенного в колбы, проявились отличия,
сающиеся роста и цвета культуры. Каллус, растущий на 111
фракции ГК, содержащей свободные аминокислоты и низкомоле-
кулярные пептиды,начал темнеть уже на 15-е сутки роста, в
то время,как каллусы на остальных фракциях ГК оставались
светлыми. На 10-е сутки прирост каллусной культуры на сре-
де, содержащей I фракцию ГК, по объему был в 2 раза больше,
чем прирост культуры на среде с Ш фракцией ГК, каллус на
среде с добавкой II фракции ГК занимал по объему промежуточ-
ное положение. На 27-е сутки каллус на среде, содержащей П
фракцию ГК при визуальном наблюдении по объему почти дорос
до каллуса на среде с добавкой I фракции ГК. Они оба при-
мерно в 4 раза превышали по объему каллус, выросший на 111
фракции ГК.

Для построения кривых роста клетки посеяли на пробирки.
Наименьшими интенсивностью роста и накоплением биомассы ха-
рактеризовалась ткань, культивируемая на среде с 111 фракци-
ей ГК, а также ткань, культивируемая на среде с I фракцией
ГК. За цикл роста на 30-е сутки накопления биомассы соста-
вило г на I л среды в случае добавления в питатель-
ную среду I фракции ГК, " 420 г на I л - в случае 111 фрак-
ции ГК, 520 гнаl л- в случае II фракции ГК, 500 гна
1л- при добавлении комплексного ГК. Ростовые индексы при
добавлении I, 11, 111 фракций ГК и комплексного ГК в пита-
тельные среды при месячном культивировании были соответст-
венно равны 19,8; 25,9; 21,2 и 25,1. Время удвоения сырого
веса ткани для варианта с II фракцией ГК составило 8-9 дней,
вто время как для варианта с 111 фракцией ГК время удвоения
было II дней, а для варианта с I фракцией ГК было наименьшим
и составило 7 дней (рис. 5). Динамика содержания сухого ве-
щества ткани (рис. 6) в целом одинакова для всех вариантов
питательной среды, кроме варианта с 111 фракцией ГК, при
добавлении которой интенсифицируются процессы клеточного де-
ления в лаг - фазе роста.

Как нами было уже показано в опытах с ультрафильтратом
ГК, концентратом ГК и комплексным ГК, клетки одинаково хоро-
шо растут на среде с концентратом и комплексным ГК и хуже на
среде с ультрафильтратом ГК (рис. I). Гель-фильтрационные
хроматограммы этих препаратов ГК (рис. 4) позволяют предполо-
жить, что наиболее высокомолекулярная фракция I, присутствую-
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Рис. s.Кривые роста клеток каллуснойкультуры P.Somnifercm на сре-
дах,содержащих разделенные на сефадексеГ-25 пептидные фрак-
ции ГК. ж- 1 фракция ГК; х- 11 фракцияГК, о - 111 фракцияГК

щая как в комплексном ГК, так и в концентрате ГК, и которой
практически нет в фильтрате ГК, является определяющей в
ростовом процессе. Вышеприведенные данные, однако, позволя-
ют сделать и другое предположение о том, что самая низкомо-
лекулярная фракция оказывает в определенных концентрациях
некоторое ингибирующее действие на рост клеток, что само
по себе очень странно, т.к.,казалось бы,клетки должны в
первую очередь использовать пептиды в наиболее расщеплен-
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ном, готовом для потребления виде, но как показывает опыт,
они предпочитают более высокомолекулярные фракции ГК. Наши
дальнейшие исследования позволили внести ясность в рассмат-
риваемый процесс. Из ростовых кривых каллусной культуры на
питательных средах с I, II и 111 фракциями ГК видно, что
I фракция ГК является определяющей для роста культуры на
ранней логарифмической фазе роста, а II фракция ГК являет-
ся определяющей на поздней логарифмической фазе роста. По-
этому можно сделать заключение, что более выраженный рос-
товый эффект при добавлении концентрата ГК и комплексного
ГК по сравнению с фильтратом ГК определяется не одной ка-
кой-то фракцией, а двумя фракциями: I ГК и II ГК. Подтвер-
ждением подобного заключения является сравнение кривых рос-
та клеток на I и II фракциях с кривой роста клеток на комп-
лексном ГК (см. рис. 5). Ростовая кривая, составленная из
участка ростовой кривой I на ранней логарифмической фазе и
участка ростовой кривой II на поздней логарифмической фазе,
в точности повторяет кривую роста клеток на комплексном ГК.

Что касается низкомолекулярной 111 фракции ГК, то она,
по-видимому, играет определенную роль в процессах клеточно-
го деления.
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nina, M. Kreen

Comparison of the Influence of Different Fractions
of Caseine Hydrolisate on the Growth of Papaver
Somniferum Callus Culture

Abstract

Papaver somniferum callus culture has been grown in
nutrient medium with different fractions of caseine hydro-
lysate as nitrogen source. Different fractions of caseine
hydrolisate have been obtained by gel-filtration in columns
with Sephadex G-2s. Culture biomass yield and growth rates
have been studied. Callus culture grown on highmolecular
fractions has been characterized with rapid growth and high
biomass yield in comparison with low molecular fraction.
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	Рис. 2. Ионообменная хроматография препарата ЧСА-2 после термической обработки (30 мин) при различных температурах. Концентрация препарата I,oмг/мл в 0,05 М. Трис-HCI буфере с pH 8,0,а) исходный препарат 20 б) 60 С, в) 70 С, г) 80 С.�㜲″㘶⸲㠠呭ഊ㌠呲ഊ㰰㉦戰㉦昰㉦搰㌰〰㉦挰㉦㘰㉦戰㌰㈰㉦攰㉦昰㉦㐰㉦显⁔樍੅名ੑഊ焍ੂ名ਵ⸴㘠〮〰‰⸰〠㔮㤵′㈱⸲㠠㌶㜮〰⁔洍ਲ਼⁔爍਼〲昹㸠呪ഊ䕔ഊ儍ੱഊ䉔ഊ㘮㤴‰⸰〠〮〰‶⸸〠㈲㠮㈸″㘷⸴㈠呭ഊ㌠呲ഊ㰰㌰㔰㌰㄰㉦㄰㉦戰㌰㜰㉦㤰㉦昰㉦攰㉦㤰㌰㄰㉦昰㉦㌰㉦㄰㉦攰㉦攰㉦昰㉦㐰㉦显⁔樍੅名ੑഊ焍ੂ名ਸ਼⸴㐠〮〰‰⸰〠㔮㘷‸㤮〰″㔸⸰〠呭ഊ㌠呲ഊ㰰㉦攰㉦ㄾ⁔樍੅名ੑഊ焍ੂ名ਸ਼⸸〠〮〰‰⸰〠㘮㠰‱〱⸲㠠㌵㠮㐲⁔洍ਲ਼⁔爍਼〳〴〲晣〳つ〳〳〳〱〲昱〳〵〲昹〲晣〳つ〳〳〳〱〲昶㸠呪ഊ䕔ഊ儍ੱഊ䉔ഊ㜮〹‰⸰〠〮〰‷⸰㤠ㄵ㐮㜲″㔸⸰〠呭ഊ㌠呲ഊ㰰㉤㐰㉤戰〱ㄾ⁔樍੅名ੑഊ焍ੂ名਷⸲㐠〮〰‰⸰〠㘮㠰‱㜰⸷㈠㌵㠮㈸⁔洍ਲ਼⁔爍਼〲摢〲晦〲晣〲晦〲晥〲晢〲昱㸠呪ഊ䕔ഊ儍ੱഊ䉔ഊ㘮㌳‰⸰〠〮〰‷⸰㤠㈰㐮〰″㔹⸲㠠呭ഊ㌠呲ഊ㰰〱㠰〱㤾⁔樍੅名ੑഊ焍ੂ名਷⸵㠠〮〰‰⸰〠㔮㤵′ㄵ⸲㠠㌵㤮〰⁔洍ਲ਼⁔爍਼〳〶㸠呪ഊ䕔ഊ儍ੱഊ䉔ഊ㔮㔷‰⸰〠〮〰‷⸰㤠㈲㌮〰″㔹⸰〠呭ഊ㌠呲ഊ㰰〱㔾⁔樍੅名ੑഊ焍ੂ名਷⸹㠠〮〰‰⸰〠㜮㌷′㌱⸰〠㌵㠮ㄳ⁔洍ਲ਼⁔爍਼〳〲〲晤〰て㸠呪ഊ䕔ഊ儍ੱഊ䉔ഊ㘮㘸‰⸰〠〮〰‶⸸〠㈴㜮〰″㔹⸴㈠呭ഊ㌠呲ഊ㰰㌰㈰㉦㘰㌰㔰㉦㄰㉦㔰㉦㘰㉦戰㌰㈾⁔樍੅名ੑഊ焍ੂ名਷⸶㈠〮〰‰⸰〠㔮㤵′㠱⸷㈠㌶〮㠵⁔洍ਲ਼⁔爍਼〲搴〰㄰〰ㄵ〰ㄸ〰て㸠呪ഊ䕔ഊ儍ੱഊ䉔ഊ㜮〹‰⸰〠〮〰‷⸰㤠㤲⸰〠㌵〮㈸⁔洍ਲ਼⁔爍਼〲晦㸠呪ഊ䕔ഊ儍ੱഊ䉔ഊ㘮㈴‰⸰〠〮〰‰⸵㜠㄰ㄮ〰″㔱⸲㠠呭ഊ㌠呲ഊ㰰〱〾⁔樍੅名ੑഊ焍ੂ名਷⸲㜠〮〰‰⸰〠㜮〹‱〸⸷㈠㌵〮㈸⁔洍ਲ਼⁔爍਼〲晢〲晦〲晤〳〰〲晣〲昶〲晢〳〲〲晥〳っ〲晡㸠呪ഊ䕔ഊ儍ੱഊ䉔ഊ㘮㈷‰⸰〠〮〰‶⸸〠ㄵ㜮㜲″㔰⸱㌠呭ഊ㌠呲ഊ㰰㉤㐰㉤戰〱放⁔樍੅名ੑഊ焍ੂ名਴⸶㘠〮〰‰⸰〠㜮㘵‱㜶⸲㠠㌵〮〰⁔洍ਲ਼⁔爍਼〲昷㸠呪ഊ䕔ഊ儍ੱഊ䉔ഊ㘮㈴‰⸰〠〮〰‰⸵㜠ㄸ㔮〰″㔲⸲㠠呭ഊ㌠呲ഊ㰰〱〾⁔樍੅名ੑഊ焍ੂ名਷⸳㌠〮〰‰⸰〠㘮㠰‱㤲⸴㌠㌵〮㐲⁔洍ਲ਼⁔爍਼〲晢〲晦〲晥〳〷〲昶〲晥〳〳〳〱〲昱〳〳㸠呪ഊ䕔ഊ儍ੱഊ䉔ഊ㘮㤸‰⸰〠〮〰‶⸸〠㈳㔮㜲″㔱⸱㌠呭ഊ㌠呲ഊ㰰㉤㐰㉤戰〱放⁔樍੅名ੑഊ焍ੂ名਷⸵㠠〮〰‰⸰〠㔮㤵′㔵⸲㠠㌵㈮〰⁔洍ਲ਼⁔爍਼〳〶㸠呪ഊ䕔ഊ儍ੱഊ䉔ഊ㘮㘲‰⸰〠〮〰‶⸸〠㈷ㄮ㈸″㔲⸴㈠呭ഊ㌠呲ഊ㰰㌰㔰㉦㤰㉦挰㌰搰㌰㌰㌰㄰㉦㄰㌰㌾⁔樍੅名ੑഊ焍ੂ名਷⸰㤠〮〰‰⸰〠㜮〹″〶⸷㈠㌵㈮〰⁔洍ਲ਼⁔爍਼〲搴〲摢〰ㄱ㸠呪ഊ䕔ഊ儍ੱഊ䉔ഊ㠮㈱‰⸰〠〮〰‹⸰㜠㐷⸰〠㌳㜮㈸⁔洍ਲ਼⁔爍਼〲昸〲昱〲晥〳っ㸠呪ഊ䕔ഊ儍ੱഊ䉔ഊ㠮〶‰⸰〠〮〰‹⸰㜠㜱⸰〠㌳㜮㈸⁔洍ਲ਼⁔爍਼〲晥〲昱㸠呪ഊ䕔ഊ儍ੱഊ䉔ഊ㤮㔰‰⸰〠〮〰‹⸳㔠㠴⸷㈠㌳㘮㤸⁔洍ਲ਼⁔爍਼〳〱〲昹〳〲〰ㄱ㸠呪ഊ䕔ഊ儍਀儍਀洍ਲ਼⁔爍਼〲昳㸠呪ഊ䕔ഊ儍਀ᣜ휅墭윌㣙휅±윌壙휅傸윌壜휅킱윌�袬윌룙휅邮윌휅㢲윌ᣚ휅
	0,05 M Трис-HCI буфере c pH 8,0.����������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������
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