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род, гелий и аргон. Продукты превращения «-пентана анализировали
методом газо-жидкостной хроматографии [ ! ]. Мощность разряда варьи-
ровали от 140 до 340 мА по анодному току ВЧ-генератора, при этом
каждый опыт повторяли три раза. Полученные результаты приведены
на рис. 1 и 2.

По этим данным с увеличением мощности разряда степень превра-
щения «-пентана в плазме ВЧ-тлеющего разряда увеличивается на 71%
(рис. 1). Кроме того, выяснилось, что на степень превращения «-пентана
в тлеющем разряде влияет и природа газа-носителя. Оказалось, что
гелий и водород близки по своему действию. Аргон в некоторой степени
отличается от них, что, в частности, наблюдалось пр.и мощности раз-
ряда выше 300 мА. На это указывается в [4 ]. С увеличением мощности
разряда, т. е. с увеличением степени превращения «-пентана, увеличи-
вается в основном выход фракции углеводородов Ci—С4 (рис. 2). Ана-
лиз этой фракции показал, что повышается главным образом содержа-
ние пропана, этилена и ацетилена. Увеличение выхода углеводородов
С3 и С2 во фракции Ci—С4 позволяет предположить, что разрыв связи
С—С происходит, вероятно, ближе к центру молекулы С3 . Последнее,
в свою очередь, свидетельствует о сходстве плазмо-химической реакции
с пиролизом [4].
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Изучалось влияние pH среды, продолжительности связывания и коли-
чества взятого фермента на активность препаратов трипсина, иммобили-
зованного на сефадексе G-200 с помощью аминоцианурхлорида. Иссле-
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дованы pH-зависимость эстеразной и протеазной активности, а также
стабильность полученных препаратов при хранении и в ходе проведения
гидролиза растворов казеина.

Использование иммобилизованных протеаз для проведения гидролиза
белков и афинной хроматографической очистки их природных ингибито-
ров требует оптимальных условий связывания ферментов и применения
получаемых препаратов. Нами проведено соответствующее исследова-
ние на трипсине. В качестве связывающего реагента и носителя выбраны
аминоцианурхлорид и сефадекс G-200. Выбор их связан с тем, что
цианурхлорид является отечественным легко доступным препаратом, а
сефадекс технологически приемлемым носителем (производство пер-
вых образцов подобных сефадексу материалов в нашей стране уже
начато).

Экспериментальная часть

Реактивы. Трипсин лиофилизованный препарат производства
Олайнеского завода химреактивов (ЛатвССР) активностью по этило-
вому эфиру-а-М-бензоил-В-аргинииу (БАЭЭ) 23 мкмоль!мин на 1 мг
препарата. БАЭЭ-HCI и казеин по Хаммарстену препараты фирмы
«Реанал» (Венгрия). Сефадекс G-200 (fine) препарат фирмы «Phar-
macia» (Швеция). Аминоцианурхлорид синтезировали из цианурхлорида
по методике [ ! ]. Все остальные реактивы отечественные препараты
х. ч. и ч. д. а.

Методика измерения ферментативной активности. Эстеразная актив-
ность трипсина измерялась pH-статически при pH 8,0, температуре 25 °С,
концентрации БАЭЭ 3,7• 10—3 М в растворе, содержащем 0,02 М СаС1 2
и 0,1 М КСI. Протеиназная активность измерялась также рН-статически
в растворе 6%-ного казеина при температуре 25° и соответствующем
значении pH (8,5). Использовался pH-стат, сконструированный в нашей
лаборатории на основе отечественного комплекта титровального обору-
дования «Т-106» путем незначительной переделки последнего.

Иммобилизация трипсина. Связывание трипсина осуществлялось в
0,2 М H3B0 3/Na2C03 буфере, составленном по прописи [2 ], при темпера-
туре 25°. Активирование и подготовка сефадекса к связыванию проводи-
лись по методике, описанной в [3 ]. На 1 г влажной навески сефадекса
приходилось 1,3—1,5 мл буферного раствора. Реакция связывания пре-
рывалась быстрым подкислением проб до pH 2,5—3,0, с последующим
8-кратиым промыванием их раствором 1 М КСI в 0,001 М НСI.

Результаты и обсуждение

Не ссылаясь конкретно на какую-либо работу, ввиду чрезвычайноболь-
шого числа их, можно, однако, отметить, что продолжительность этапа
связывания, по данным различных авторов, варьирует в очень больших
пределах. Результаты проведенного нами исследования зависимости
активности получаемых препаратов иммобилизованного трипсина от про-
должительности периода связывания (рис. I,Л), показывают, что 90—
95% максимальной активности достигается через 210—240 мин. Из этого
следует, что высокоактивные препараты получаются в течение 3,5—4,0 ч
связывания.

Реакция цианурхлорида с аминогруппами лизиновых остатков фер-
мента протекает лучше в той области pH, где эти группы депротони-
зованы, т. е. при pH 10,5—11,0. Однако в этой же области pH имеют
место деактивирование носителя вследствие реакции гидролиза и инак-
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Рис. 1. Зависимость активности препаратов иммобилизованного
трипсина; А от времени связывания, Б от pH среды, В
от количества фермента, приходящегося на 1 г сухого носителя,
Г от времени хранения в 0,001 М НСI при температуре 10°С.

тивация трипсина из-за денатурации его. Поэтому pH среды связывания
обычно выбирается в диапазоне 8,0—9,0. В целях оценки влияний высо-
ких значений pH на ход связывания нами проведено соответствующее
исследование, результаты которого представлены на рис. 1,5. Выяс-
няется, что активность получаемых препаратов наибольшая при pH
10,0—10,5.

Существенным в оптимизации процесса связывания является вопрос
о соотношении используемых количеств фермента и активированного
носителя. Из полученных нами экспериментальных данных (рис. 1, В)
следует, что нецелесообразно брать трипсина более 400 мг на 1 г сухого
носителя.

При хранении полученных препаратов при 10° в 0,001 М НСI, т. е. в
среде, используемой обычно для хранения исходных растворов свобод-
ного трипсина, найдено (рис. 1,5), что активность их быстро умень-
шается в течение первых 10 дней, а затем устанавливается на определен-
ном уровне. Такой характер изменения активности, согласно литератур-
ным данным [3], обусловлен тем, что стабильность препаратов ковалентно
связанного фермента обеспечивается теми молекулами его, которые
связаны с матрицей более чем двумя связями.

Изучение pH-зависимости скорости гидролиза БАЭЭ и растворов
(термически обработанной и отфильтрованной суспензии) 6%-ного
казенна показало, что оптимум активности для полученных нами препа-
ратов в обоих случаях находится при pH 10,0. Аналогичное явление отме-
чалось авторами [4] и при иммобилизации химотрипсина на сефадексе
G-200 бромциановым методом.

Важной характеристикой любого иммобилизованного фермента
является стабильность его препаратов в ходе применения в конкретном
технологическом процессе. В качестве модели последнего мы использо-
вали гидролиз 10 мл раствора 6%-ного казеина 1 а влажного препарата



Рис. 2. Зависимость протеазной активности препарата связанного трипсинаот числа циклов гидролиза 6%-ного казеина.
сефадекс трипсин. Гидролиз проводился в кювете pH-стата при темпе-ратуре 25 и pH 10,0 в течение 20 мин. Глубина протекания реакции заэтот промежуток времени достигала приблизительно 90%, о чем свиде-тельствует расход щелочи на поддержание заданной pH. После прекра-щения перемешивания, отстаивания, двукратного промывания и осто-рожного декантирования пробы в кювету вносили новые 10 мл казеннаи цикл повторяли. Как видно из рис. 2, активность препарата быстро сни-жается (примерно на 50%) в течение первых 4—5 циклов и остается иауровне 50 30% в течение последующих 15 циклов соответственно рас-ходу щелочи («активности») через 5, 10 и 15 мин. За это время объемосадка сефадекса, несмотря на осторожность и тщательность проведениядекантирования, уменьшился приблизительно на Vs—7е часть. Это сви-детельствует об износе и измельчении материала носителя.

Выводы
1. Оптимальные условия связывания трипсина на сефадексе G-200 спомощью аминоцианурхлорида являются следующими: pH среды 10,0,длительность периода связывания 3,5 ч, количество фермента 350 мг на1 г активированного носителя.2. Значение pH-оптимума эстеразной и протеазной активности полу-ченных препаратов по сравнению со значением его для свободного трип-сина увеличено на два порядка (равно 10,0).
о. Стабильность полученных препаратов иммобилизованного трип-сина можно считать достаточной для использования их при проведениигидролиза растворов белков.
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