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Диэтиламиноэтил (ДЭАЭ)- и карбоксиметил (КМ)-агарозы широко
используются для очистки белков, однако методы получения этих сор-
бентов освещены в литературе недостаточно. В [*- 2 ] почти без изменений
копируются методы, применяемые для синтеза соответствующих произ-
водных целлюлозы [3]. Эти методы заключаются в обработке целлюлозы
2-хлорэтилдиэтиламином или монохлоруксусной кислотой в сильноще-
лочной среде (5 М NaOH) при повышенных температурах. Безуспешно
кончились попытки лабораторного синтеза ДЭАЭ-агарозы [ 4] по мето-
дике, принятой для Сферона [s ] и мало отличающейся от методики син-
теза ДЭАЭ-целлюлозы [ 3]. Однако известно, что в случае целлюлозы
высокая концентрация щелочи необходима для набухания матрицы. В
случае же агарозы, концентрация которой в реакционной смеси низкая,
данная функция щелочи не нужна.

Цель настоящей работы выявить оптимальные условия получения
ДЭАЭ- и КМ-агароз для ионообменной хроматографии.

Экспериментальная часть. Все опыты проводили на сшитом эпи-
хлоргидрином 4%-ном геле агарозы из отечественных водорослей
Ahnfeltia tobuchiensis (производство колхоза им. М. Хярма); гидро-
хлорид 2-хлорэтилдиэтиламина синтезировали сами из 2-диэтиламино-
этанола и тионилхлорида по методике [6].

Суспензию агарозы (~6 г) смешивали при O°С с различными коли-
чествами NaOH, прибавляли раствор 2-хлорэтилдиэтиламина или раст-
вор хлоруксусной кислоты и смесь нагревали до 60—100°С со ско-
ростью примерно 4°С/мин. После реакции гель агарозы промывали на
стеклянном фильтре большим количеством дистиллированной воды.

Для определения обменной емкости ДЭАЭ-агарозу переводили в
форму свободного основания раствором 1 М NaOH, промывали водой
до нейтральной реакции и титровали 0,01 М НСI по метилоранжу в при-
сутствии 0,5М КСI; КМ-агарозу переводили в Н+-форму 10—15%-ной
уксусной кислотой, промывали водой до нейтральной реакции и титро-
вали 0,01 М NaOH по фенолфталеину тоже в присутствии 0,5 М КСI.

Результаты и их обсуждение. Изучение динамики реакций
Et ОН~ Etагароза—ОН + CICH2CH2N<Et �агароза—О—CH 2CH2N<Et +СI"
он-

агароза—ОН + СIСН2СООН >-агароза—О—СН 2СОО~+ Cl-
показало, что при синтезе ДЭАЭ-агарозы оптимальная конечная тем-
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Пература составляет 85 °С, а при синтезе КМ-агарозы 7O °С, хотя в
случае последней дополнительно требуется 10—20 мин нагревания. По-
пытки исследовать кинетические закономерности реакций оказались
безуспешными, так как ни скорость возникновения СП-ионов, ни расход
щелочи не поддавались измерению. Оказалось, что pH-электроды и хло-
ридселективные электроды не работоспособны в присутствии как 2-хлор-
этилдиэтиламина в случае синтеза ДЭАЭ-агарозы, так и применяемых
концентраций щелочи (см. ниже) в случае синтеза КМ-агарозы. По-
скольку возможность проведения этих реакций при постоянной концент-
рации щелочи отпадала, исследовали зависимость выхода продуктов по
галогенпроизводным от концентрации щелочи в конце реакций (рис. 1 и
2, обратите внимание на обозначение осей!), а также варьировали коли-
чество соответствующих галогенпроизводных при оптимальной конечной
концентрации щелочи (рис. 3 и 4).

Рис. 1. Зависимость выхода продукта
(пунктир) и содержания в нем ионных
групп (сплошная линия) от конечной
концентрации щелочи в реакционной
среде при синтезе ДЭАЭ-агарозы. Коли-
чество 2-хлорэтилдиэтиламина 145 (ф)

и 775 (О) мкМ/мл геля.

Рис. 3. Зависимость концентрации ДЭАЭ-
групп в продукте (/) и выхода продукта(2) от количества 2-хлорэтилдиэтилами-
на в реакционной смеси при конечной

концентрации щелочи 0,1 М.

Рис. 2. Зависимость выхода продукта (/)
и содержания в нем ионных групп ( 2 )
от конечной концентрации щелочи в
реакционной среде при синтезе КМ-ага-
розы. Количество СIСН 2 СООН 885

мкМ/мл геля.

* ... t
Рис. 4. Зависимость концентрации КМ-
групп в продукте (/) и выхода продукта
(2) от количества СIСН2 СООН в реак-
ционной смеси при конечной концентра-

ции щелочи 3,3 М.
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Результаты показали, что оптимальная концентрация щелочи при
синтезе КМ-агарозы (рис. 2) близка к концентрации щелочи по мето-
дике синтеза КМ-целлюлозы [2 ], но выход продукта очень низкий (2 —

3%). В то же время известно, что реакция алкилирования углеводов с
незамещенными алкилгалогенидами проводится при высоких концентра-
циях щелочи (30% NaOH) [ 7]. На уменьшение выхода продукта при син-
тезе КМ-агарозы могут дополнительно влиять электростатические силы
отталкивания ионизированных гидроксильных групп агарозы от отри-
цательно заряженных карбоксилатных ионов. Очевидно, что методы
синтеза этого ионита еще не совершенны и нуждаются в дальнейших
исследованиях.

В случае ДЭАЭ-агарозы оптимальная концентрация щелочи при-
мерно на порядок ниже, а выход продукта более или менее удовлетвори-
тельный.

На наш взгляд, столь заметные различия могут быть объяснены
только неодинаковым механизмом этих реакций. В качестве гипотезы
выдвигаем следующую; высокий выход по ДЭАЭ-группам вызван тем,
что реакция протекает либо через азиридиновый интермедиат I, либо
через стабилизированный карбеновый ион II по механизму sдгl:

Учитывая то, что рК гидроксильной группы в молекулах сахаридов
равняется 13,7, процентное содержание агарозы в реакционной смеси
2% и молекулярная масса агаробиозной единицы, содержащей четыре
гидроксильные группы,, равняется 324, получаем, что в 0,5 М щелочи
(pH 13,7) реакция должна протекать с выходом примерно 20%. Это й
наблюдается при низких степенях замещения.

Вариант I можно проверить введением спиновой метки в один из
углеродных атомов 2-хлорэтильной цепи в случае подтверждения
гипотезы метка должна распределиться следующим образом:

+ р, / агароза—О—CH 2CH 2N<p|
агароза OH + CiCH2CH2N < Е Z *

■

х агароза—О— CH2CH2N< Et
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	Сравнение коэффициентов активности сорбатов в пропилфенилкетоне и в 1-метилнафтилкетоне (номера соединений соответствуют приведенным в табл. 1).
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	Untitled
	Рис. 1. Зависимость выхода продукта (пунктир) и содержания в нем ионных групп (сплошная линия) от конечной концентрации щелочи в реакционной среде при синтезе ДЭАЭ-агарозы. Количество 2-хлорэтилдиэтиламина 145 (ф) и 775 (О) мкМ/мл геля. Рис. 3. Зависимость концентрации ДЭАЭгрупп в продукте (/) и выхода продукта (2) от количества 2-хлорэтилдиэтиламина в реакционной смеси при конечной концентрации щелочи 0,1 М.
	Рис. 2. Зависимость выхода продукта (/) и содержания в нем ионных групп (2) от конечной концентрации щелочи в реакционной среде при синтезе КМ-агарозы. Количество СIСН2СООН 885 мкМ/мл геля.
	* ... t Рис. 4. Зависимость концентрации КМгрупп в продукте (/) и выхода продукта (2) от количества СIСН2СООН в реакционной смеси при конечной концентрации щелочи 3,3 М.
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	Рис. 1. Влияние сланцевых модификаторов на водопоглощение битумных композиций: 1 БНИ-IV, 2 БНИ-IV—СС, 3 БНИ-IV—ПК, 4 БНИ-IV—МКС, 5 БНИ-IV—мастика БЛК, 6 БНИ-IV—К.
	Рис. 2. Кинетика изменения относительной диэлектрической проницаемости битумных композиций при водопоглощении; 1 МБР-90—КО СЖК, 2 БНИ-IV—ДМ, 3 БНИ-IV—МКС, 4 БНИ-IV и БНИ-IV—К, 5 БНИ-IV—КО СЖК.
	Рис. 3. Кинетика изменения емкости стального электрода с покрытием толщиной 0,1—0,2 мм на основе композиций БНИ-IV; модификаторы в 3%-ном растворе NaCl на частоте 500 Гц: 1 БНИ-IV, 2 БНИ-IV—БЛК, 3 БНИ-IV—К, 4 БНИ-IV—СС, 5 БНИ-IV—АКОР-1, 6 БНИ-IV—КО СЖК.
	Рис. 1. Зависимость времени удерживания хлористого бензила {tR) от расхода неочищенного СО2 {l, 2) и пропущенного сначала через колонку с молекулярными ситами NaX (5), а потом через колонку с силикагелем (4). Разделяющая колонка: 1 Силасорб CiB; 2—4 Силасорб 600. Температура 80 °С, давление на выходе 9,6 МПа.
	Рис. 2. Предел обнаружения хлористого бензила (Q0) в зависимости от расхода СОг при температурах 70 (1), 80 (2, 3), 85 (4) и 90°С (5) и давлениях на выходе 8,8—9,0 (1. 3—5) и 11,3—11,8 МПа (2). Разделяющая колонка; Силасорб 600.
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	Рис. 3. Зависимость высоты теоретической тарелки (Я) от линейной скорости потока элюента (и): 1 90 °С, 9,3—9,8 МПа; 2 85 °С, 9,3—9,8 МПа; 3 85 °С, 10,3—10,8 МПа; 4 80 °С, 9,3—9,8 МПа. Разделяющая колонка: Силасорб 600.
	Fig. 1. Experimental setup.
	Fig. 2. 1 time resolved chromatograms from the analytical column, 2a isometric projection of chromatograms of Fig. 2. 1,2 b TCD signal averaged over all single records, dotted lines show the “cut” moments (/ reaction run time, tc chromgtggram run time (in seconds)).
	Fig. 3. Arrhenius plot for dehydrogenisation reaction products formation. Open squares LSU measurements, filled squares present work.
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	Рис. 1. Зависимость константы элюации Каи от логарифма молекулярных масс маркерных глобулярных белков при гель-фильтрации на колонках Ultropack TSK G3OOOSW (/), Sephadex G-200 (2), Ultrogel A 6 (3) (0,05 M К-фосфатный буфер, pH 7,4). Константа Kav для белка, элюирующегося в объеме Ve. вычислена по уравнению Kav={Ve~Vo) I (Vt—Ко), где К0 свободный объем, Vt полный объем колонки.
	Рис. 2. Гель-хроматография солюбилизированного дигитонином комплекса мускаринового рецептора с Ь-[3Н]хинуклидинилбензилатом (О) на колонках Ultrogel А6 (а) и Sephadex G-200 (б) (0,05 М К-фосфатный буфер, pH 7,4, 0,06% дигитонина). Неспецифическое связывание лиганда (ф) определено в присутствии 10 мкМ атропинсульфата.
	Рис. 3. Гель-хроматография комплекса мускаринового рецептора с Г-[3Н]хинуклидинилбензилатом (О) методом высокоэффективной жидкостной хроматографии на колонке Ultropack TSK G3OOOSW (0,05 М К-фосфатный буфер, pH 7,4, 0,1% Triton Х-100). Рецептор-лигандный комплекс солюбилизирован растворами 0,3%-ного дигитонина (а) или 1%-ного Triton Х-100 (б). Элюация неспецифнчески связанного лиганда (ф) определена в присутствия 10 мкМ атропинсульфата,
	Untitled
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	Рис. 1. Концентрационная зависимость кинематической вязкости при 7 = 293,15 К для систем этанол—н-октан (/), 1-пропанол—«-октан (2), 1-пропанол—l-октен (5) н J -.бутанол—1-октен (4) (здесь и на рис. 2,3). Рис. 2. Концентрационная зависимость избыточной кинематической вязкости при 7=293,15 К для исследованных систем (см. рис. 1). Точки эксперимент, кривые аппроксимация по уравнению (4). Рис. 3. Концентрационная зависимость избыточной энергии Гиббса активации течения ДG*E при 7=293,15 К для исследованных систем (см рис. 1). Точки эксперимент, кривые аппроксимация по уравнению (4).
	Зависимость температуры кипения от состава системы индан—нафталин при давлениях 101,3 (1), 26,66 (2), 19,99 (3) И 13,33 кПа (4). Точки эксперимент, кривые расчет по моделц UNIFAC.
	Упрощенная схема путей образования (О), преобразования (П) и разрушения (Р) органического вещества на абиогенном (А), биогенном (Б) и искусственном (И)'уровнях. Следует читать: АО абиогенное образование, АП абиогенное преобразование и т. д.
	Сравнение коэффициентов активности сорбатов в пропилфенилкетоне и в 1-метилнафтилкетоне (номера соединений соответствуют приведенным в табл. 1).
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	Рис. 1. Кинетические кривые окисления 6-гидроксибенз (а)пирена под воздействием кислорода воздуха (Л. 0,1%-ной перекиси водорода (2), пероксидазы из хрена в количестве 0,16 (5) и 0,4 мг/л (4), белкового препарата из клубней картофеля с о-дифенолоксидазной активностью 30 мг/л (5). Условия опытов см. в тексте.
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	Зависимость относительной летучести компонентов (сиг) от состава раствора 1 -бутанол (1)—1 -бутилциклопентен(2) при давлениях 200 (/), 400 (2) и 600 (5) мм рт. ст.
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