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(57) Pedpepar:

Cnoci6 imMob6inisauii a-aminasn nepegdavae BKMOYEHHS PEePMEHTY B MOMIMEPHY NOJENeKTPOoniTHY
mMaTpuuto. CnoyaTky 3MillytoTb BOAHI po3dnHu nekTuHy i CaCl,, noTim gogawTe BOOHUW PO3YUH o-
aminasu ta sutpumytotb 10...15 xB. Micns yboro gogawTb Po34MH XiTo3aHy B 1 % OUTOBIA KUCHOTI,
cymiw BuTpumytoTb 10...15 xBunuH i nigaatoTe nioineHOMY CyLwiHHIO. [pK LIbOMY PO3YUHW NEKTUHY,
CaCl,, a-aminasn i xiTos3aHy ©OepyTb B MacoBoMy cniBBigHoweHHi (1-2):(0,1-1):(0,1-1):(1-2)
BiAMOBIAHO.
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KopucHa mofgenb HanexuTb Ao BioTexHonorii, 3okpema g0 cnocoby oTpMmMaHHs iMMOoGinisoBaHMX
depmeHTIB i Moxe OyTu BMKOpUCTaHa B Xap4oBid, MPOMWUCIIOBOCTI, @ TaKOX B MeAWYHIA Ta
nabopaTtopHin NnpakTuL,i.

Bigomnii cnoci6 immo6inisauii komnnekcy depMeHTiB, OO CKragy SikMX BXOAWTb Minasa, Ha
XapyoBUX BOMOKHAX 3 BUKOPUCTaHHAM K cepegoBuLla HacuyeHoro 20 % po3yunHy nonieTuneHokeuay
(MEO) Ta 10 % nonieiHinosoro cnupty (MNBC), npurotoBaHux Ha 5 % po3uunHi Bypu (TeTpabopaTty
HaTpito) (amB. KpaBueHko |.A. Ta iH. IMmobGini3auis depmeHTiB 3amicHOi Tepanii Ha XapyoBMX
BonokHax. [onosigi HAH Ykpainn, 1997, Ne 3, c. 182-186). Ane Bigomuii cnocid Mae CyTTeBi
HeJoniku: npu iMMoGinisauii Ha xap4yoBMx BOMOKHAX BTpadaeTbca 69-78 % BuxigHOI ninoniTUYHOT
aKTMBHOCTI; CKNafgHicTb cnocoby, noB'A3aHa 3 noApidbHEHHAM [0 MNOPOLLKONOAIBHOro CTaHy
iMmmobinizoBaHoro npenapaTty, OTPUMAHOrO LUMNSXOM HACUMYEHHS Xap4yoBUX BOMOKOH 20 %-um
po3umHom [NEO.

IcHye cnoci® iMmobinisadii ninoniTMYHNX epmeHTiB, AkMn nepeabavae BKMOYEHHS (PepMeHTy B
MONIBIHINOBMI CNUPT | nojanblle HaHEeCEeHHs NOro Ha MaTpuulo, nonepeaHbo HacuyeHy 2 %
po3unHoM Oypu. AK MaTpuL BUKOPUCTOBYHOTb aKTMBOBaHWW BYrNeLEeBO-BOMIOKHUCTMI MaTepian 3
cymapHum ob6'emom nop 0,41-1,3 cMr, a npouec BedyTb MpW ChiBBIQHOWEHHI (EepMeHT:
nonisiHinosun cnupt: maTtpuusa - (0,8-1,2):(0,11-0,17):(24-72) BignosigHO (AMB. NaTeHT YkpaiHn Ne
7861 (51) MIIK (2005): C12N 11/00 Cnoci6 iMmo6ini3auii ninonitmyHmux depmeHTiB). Hegonikom
AaHoro crnocoby € BMKOPWUCTAHHS MOMIBIHINMOBOrO CNMPTY AN BKOYEHHS depMeHTy. [aHun
KOMMOHEHT SIBMNSIETbCSA CUHTETUYHMM MaTepianoMm i He nignsarae 6iogerpagadii.

Bigomuin cnocib immob6inizauii npoteasn C (guB. nateHT YkpaiHu Ha kopucHy mogenb Ne 31802), B
AKOMY BKIMIOYEHHA (hepMeHTy MpoBOAATE HACTYNMHUM YMHOM: FOTYOTb CYCMEHOOBAHUM PO3YMH
npoteasn C, gna 4yoro 35 Mr bepmeHTy pO34MHATbL B 5 cm® HaTpin-cpocdaTHoro BydepHoro
po3unHy (0,033 Monb/am®, pH 7, 4). OTpumaHy cycneHsito npu Temnepatypi 37 °C i peTenbHOMy
nepemillyBaHHi NOBINbHO BNMBaOTb B 3 cm® renenogiGHoro nNpoaykTy 3 6yprux MOPCbKMX BOOOPOCTEN
"NamigaH". B pesynbTaTi BKIMOYEHHS OTPMMYOTb iMMOGinisoBaHy npoTteasy C y BUrMsAA4i cymilli, sikin
Hagani B 3anexHocTi Big noTpe® MoxHa HagaTu HeoOXxigHy dopmy. 36epiratoTb iMMoGinisoBaHin
npenapaT y XonoaunbHuky npu temnepaTypi 0-4 °C. Ane cnoci® mae cyTTeBi HeOONiKN: HAsBHICTb
BEMMWKOI iIOHHOI CUNN PO3YMHY, LLIO CTBOPIOETLCA B refi, YHEMOXIMBITIOE MMOBIPHICTb iIMMOOIni3adii Ha
HBOMY NYXXHUX TpaBHUX (DEpPMEHTIB, 30epeXeHHs aKTMBHOCTI TPWUMNCUHY Yy cknagi renenofibHoro
npogoykTy 3 Oypux Mopcbkux Bopgopocter "lNamigan" 36epiraetbess Bcboro Ha 19,5 %. Opyrum
HeJomnikoM € Te, Wo iMMobinizoBaHa npoteasa C y BUrNaai NpoAyKTY renenogibHoi CTPYKTYpU Seskum
YMHOM € HECMPUSITHOIO 3@ OPraHoONEeNTUYHMMM MOKaA3HUKAMK OS89 BXUBaAHHA nepopansHo. Okpim Toro,
npoBedeHHA npouecy immobinizauii depmeHTy npu Temnepatypi 37 °C nepegbavae [oAaTKOBI
3aTpaTu eHeprii.

IcHye cnoci6 iMmobinisauii TpuncuHy, WO nepegbadac BKMOYEHHS EPMEHTY B MNONIMEpHy
mMaTpuulo renenodibHoi CTpykTypu (AMB. MaTeHT YKpaiHm Ha KopucHy Mogenb Ne 66429).
IMmoGinisauito TPUNCKMHY NPOBOAATE HACTYMHUM YMHOM: CMoYaTKy 3MillyOTb BOAHI PO34YMHU NEKTUHY i
TpUNCUHY Ta BUTpUMYIOTb 10-15 XBUMMH, NiCAs UbOro AO0AaKTb PO3YMH XiTo3aHy B 1 % ouTOBI
kncnoti. Cymiw ButpumytoTb 10-15 xBunuH i niggaloTe NioiNnbHOMY CyLUiHHIO. PO34MH NEKTUHY,
TPUNCKHY i XiTo3aHy GepyTb B MacoBOMy cniBBigHOLWEHHI, piBHOMY (1-2):(0,5-1):(1-2) BignosigHo.
MekTuH i xiTo3aH BepyTb B KoHUeHTpauii 0,25-1 %. Ane Hegornik 4aHOro cnocoby nonsarae B TOMY, WO
MaKcuMarbHe 36epexeHHst akTUBHOCTI XapaKkTepHO Tifnbky Ans iMmobinisoBaHux TpaBHMX NpoTeas, a
aKTUBHICTb, HAaNpuUKNag, o-aminasu B KOMMMeKci 3 nonicaxapngamm 3HaqyHo 3HMXyeTbcs (Ha 80...90 %
BiJ BMXiOHOI aKTUBHOCTI) MOPIBHAHO 3 BiflbHUM (DEPMEHTOM.

Hambinbwl  ©Onu3bkMMm OO0  3asBnOBaHOro €  cnocid  iMmoGinisauii  a-aminasm  Ha
nonietepcynbgoHoBMX MembpaHax metogom "Layer by Layer" (aus. HaykoBi 3anucku. - T. 79. XiMiyHi
Hayku i TexHormorii HauioHanbHoro yHiBepcuteTy "Kneso-MorunsaHcbka akagemis” - 2008 p. - C. 40-
44). MNonieTtepcynboOHOBI MeMbpaHu nonepeaHbo BigMMBany B AMCTUNBOBAHIN Bogi npotsrom 1 roa.
MogaundikyBaHHSA npoBoaunu 3 60Ky CENeKTUBHOIO LWapy MembpaHn. Po3unH nonictnpeHcynbgoHaTy
(PSS) 3 koHueHTpauieto 0,02 M B 0,5 M NaCl HaHOCMM Ha CenekTMBHWIA Wap MemobpaHu nepuum Ta
BUTPUMYBanM npotarom 5 xB. lepen i micna HaHeceHHs LwWwapy a-aminasv MOBEpPXHI MembpaHu
iHTEHCUBHO BiAMUBAaNM ANCTUNBOBaHOK BOAOK. KoHUEeHTpauito dhepMeHTy 3MiHoBanu Big 25 o 1000
oa. akT./mn, pH Moandikytouoro po3umHy B dianasoHi 2-6. Npouenypy noBToptoBanu A0 HaHECEHHS
HeobXiaHOI KinbKOCTi LwapiB.

Oannn cnoci6 o6paHo npoTtoTunom. [lpoToTun i cnocib, WO 3asBNSETbCs, chniBnagalTb B
HasIBHOCTI onepauii BKIIOYEHHS o-aminasun B NosliMepHi CTPYKTYpW 3a NPUHLMNOM MONieneKTponiTHOI
B3aeMOZiT MPOTUNEXHO 3apsaXeHUX (PYHKLIOHaNbHUX rpyn MOnekyn nonimepis.

Ane cnoci6 3a npoTtoTMNOM Mae CyTTEBUA Heaornik: [oaaTkoBi onepadii  MoaudikyBaHHS
nonietepcynboOHOBOI MeMBpaHM PO3YMHOM MOMICTUPEHCYNbMOHATY YCKNAaOHIOKTb TEXHOMOrYHUN



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

UA 76072 U

npoLec, KpiM TOro BUKOPUCTAHHS CUMHTETUYHOIO MOMIMEPHOro Hocis Ans iMmobinizauii a-aminasm
YHEMOXNUBMOE Noro Giogerpagauito Ta MOXe BUKMMKATU anepridHi peakuii.

B ocHoBy kopucHOI MoZeni NOCTaBneHo 3agadvy po3podbuTn yaockoHaneHun cnocid immoobinisadii
o-aminasu, B SKOMY LUMISAXOM BKITHOYEHHSI hepMeHTy B mornicaxapugHy GiononiMepHy matpuuio npu
AodaBaHHi xnopuay KanbLito 3abe3neunTt 3HayHe 36epeXeHHs1 aKTUBHOCTI hepMeHTY, BioCyMiCHICTb
3 aKTMBHOIO CKJ1aoBOo Ta Oiogerpagadiio MmaTpuli ang immobinisaii.

MocTtaBneHa 3agjaya BupilleHa B cnocobi immobinizauii a-aminasu, wo nepepbavyae BKMOYEHHS
depMeHTy B nosiMepHy MaTpuLio, TUM, O CloYaTKy 3MillYIOTb BOAHI PO3YMHM NEKTUHY | Ta Xxnopuay
KanbLito, Micns uboro OoOA4alTb PO3YMH a-aminasu, ButpumytoTb 10-15 xBuMAMH, NOTiM 4O BKasaHol
CyMiWi goaatoTb po3yMH XiTo3aHy B 1 % oUuTOBIM KUCNOTI, CyMiw BuUTpuMytoTb 10-15 XBUAWH i
nigaaTb NiodineHi cywui. Po34nHM nNekTuHy, xnopuay Kanbuilo, o-aminasu i xitosaHy 6epyTb B
MacoBux crniBBigHoweHHsX (1-2):(0,1-1):(0, 1-1):(1-2) BignosigHo.

HoBuM y KOpMCHI Mogeni, WO 3asBNAETbCS, € BKMOYEHHA o-aminasum A0 NonienekTponiTHOro
KOMMIEKCY XiTO3aH-NEeKTUH, kM € biogerpagoBHMM Ta BUKOHYE OyHKLIOHANbHO-i3ionorivyHi doyHKUiT
NPUPOOHNX EHTEPOCOPOEHTIB.

Komnnekcu XxiTo3aH-o-aMinasa-nekTuH MawTb BUCOKY aMinoniTUYHy akTMBHICTb. BigMiHHOWO
ocobnueicTio Takoro crnocoby immMoOinisauii depmeHTiB € BIACYTHICTb KOHTaKTy (epMeHTy 3
PO34YMHHUKAMW, SIKi CMPUHMUHAIOTL AeHaTypyrody Adito Ha Binku. MNMokasaHo, Wo 3B'A3yBaHHS PEPMEHTY 3
MaTpuLel BiaOyBaETbCS B OCHOBHOMY 3a pPaxyHOK €NeKTpOCTaTUYHMX B3aEMOAin. Takuin xapakrep
B3aemMogil go3sonsie 36epertn TPeTUHHY CTPYKTypy binka i, OTXxe, Noro akTuBHICTb. BukopuctaHHs
nonicaxapmgis sk nonimepHoi matpuui possonse 36epertn 80-85 % akTMBHOCTI iMMObGinizoBaHol
Takum YMHOM a-aminasu, LWo Mae MPOrioHroBaHy Aito.

Hesigoma TexHonoris immobinisauii dpepMeHTy, 3okpema a-aminasu, B Ak K NOMiMEpHi CKNagoBi
BUKOpUCTOBYIOTbCA NekTuH, CaCl, i xiTo3aH B cymiwi. BkasaHi KOMMOHEHTM noniMepHoi MaTtpuui
nigibpaHi ekcnepMmeHTanbHO. FAK aHiOHHI KOMMMEKCOyTBOPIOBaYi, KpPiM MEeKTUHY, BMKOPUCTOBYBamu
TakoX arap Ta kapariHaH, a K KaTiOHHW/A KOMMIEeKCoyTBOPIoBaY - kaseiH. [1pu 3MillyBaHHI po3yunHiB
NEeKTMHY 3 ka3eiHoM abo XiTo3aHy 3 kapariHaHoM, abo XiTo3aHy 3 arapom - YTBOPEHHSI renenonioHoi
CTPYKTYpu He cnocTepiranocb. BigMivanock gesike 36inblUeHHS B'A3KICHUX XapaKTepUCTUK AaHuxX
CyMillen, Ha BiAMIHY Bif CyMilli XiTO3aHY 3 NEKTMHOM.

3MilWyBaHHS pPO3YMHIB XiTO3aHY 3 MEKTUHOM CYNpPOBOMXYBanoCb rerneyTtBOPEeHHAM Ta
3aMYTHEHHAM cUcTeMu, Aki cnocTtepiranu npotsaroM 30 xBunuH. CnekrpooToMeTpudHe A0CNiAKEHHS
nokasano, WO ONTWYHA LWINbHICTb AMCNEPCIN, SKYy BM3Ha4vanu yepes KoXHi 5 xBunuH (A=345 Hm)
pocsarana nocTinHoro 3HadveHHa (D=0,82 ont. oa) uepes 10-15 xBunuH Big novaTky MNoegHAHHS
KOMMOHEHTIB KOMIIEKCY, L0 BKa3ye Ha 3aKiHYeHHs MpoLecy KOMMIEeKCOYTBOPEHHSA. TOMY B pPeXuMi
BNBpaHo Yac BUTpMMKM came 10-15 xBunuH.

CniseigHoweHHs1 nekTuHy, CaCl,, a-aminasu Ta XiTo3aHy TakoX nigibpaHO ekcnepuMMeHTarbHO.
Komnnekc oTpumyBanu nocnigoBHMM 3MilllyBaHHAM po3ymnHiB nekTuHy 3 CaCl,, a-aminasm i xiTosaHy.
BukopuctoByBanu xito3aH 3 mMonekynspHow macoto 245 k[la i ctyneHem geaueTtunioBaHHa 67,2 %,
AGNYYHMI NEKTUH 3 MONEKYNsipHO Macoto 12 k[la i cTyneHem MeToKcunoBaHHSA 66,4 %, o-aminasy 3
akTuBHicTio 120 og/wmr.

MacoBe cniBBigHOLLEHHi KOMMOHEHTIB Yy komnnekci (nektuH: CaCl,:a-aminasa: xitTo3aH) cTaHOBWUMO
(2-2):(0,1-1):(0,1-1):(1-2). KoHueHTpauilo 5 nonicaxapuiiB-kOMMNAEKCOyTBOPIOBaYiB BapiloBanu B
iHTepsani Big 0,25 go 1 %, a-aminasu - Big 0,1 go 1 %, CacCl, - Big 0,1 go 1 %. lNpouec B3aemogii
KOMMOHEHTIB CYNpOBOLKYBaBCS reneyTBOPEHHAM, B TON Yac SK KOXEeH 3 rnonicaxapugiB okpemMo npu
B3aemopfil 3 o-aminasod B [daHUMX YyMOBax He 3gaTeH [0 yTBOpeHHA rento.  [lpouec
KOMMITEKCOYTBOPEHHSA 3aBepLuyeTbcs Yyepe3 10-15 xB 3 MOMEHTY 3'€4HaHHS KOMMOHEHTIB KOMMMEKCY.
BkntoveHHsa depmeHTy B MaTpuuto ctaHoBuno 100 %. ITIEK 3 aminonituyHoo akTMBHICTIO niggasanu
nioginbHOMY cyLiHHIO npu 37 °C, nicns Yoro BU3Ha4yanu akTUBHICTb PEPMEHTY.

Mpuknag 1. B emHicTb nomictunu 15 mn 0,5 % BoAHOrO po34YuHY NEKTUHY i A0 HbOro Aoaasanu 15
mn 0,1 % BogHoro po3udnHy CacCl,, nmicna 4oro gogaBanu 15 mn 0,5 % BOQHOrO PO34YMHY c-aminasm.
Cymiw nepewmiwanu i Butpumanu npotarom 15 xB. MNoTim go cymiwi goganun 30 mn 0,25 % po3uunHy
xiTo3aHy B 1 % ouToBii KMcnoTi, nepemMiwany i BuTpumanu npotsarom 15 xs. OTpumaHy renesy macy
nicrns Uuboro NoMicTMNM B MeTanesi 6lokeu i nigaanu niodginsHomy cywiHHo npu 37 °C npotsarom 10
rog. OTpumaHuii NPOAYyKT Mae rybyaty nopwucty CTPYKTYpy, KOmip Big CBIiTNO-CIiporo 4o KpemoBOro.
Bwmict Bonoru cknagae 8-10 %.

Mpuknapg 2-7. 3givicHioBany aHanoriyHo Tomy, ik HaBeAeHOo B Npuknagi 1, ane KOMNOHEHTH Opanu
B Pi3HMX CNiBBigHOLIEHHAX. Pe3ynbTaT HaBeaeHi B Tabnuui.

BcTaHoBneHo, WO HanbinbLly aminoniTu4Hy akTuBHICTb (85,2 % Big MakcMMarnsHO MOXITMBOI) Mae
KOMMMNEKC, OTpMMaHui Npu MacoBoMy cniBeigHoLeHHi nektuH: CaCly: a-aminasa: xitosaH - 2:0,2:1:2
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(npuknag 1), npy LbOMY CMiBBIAHOLWEHHS OYHKLIOHANbHUX rpyn NEKTUHY i XiTo3aHy CcTaHoBMTb 1:1, WO
Bignosigae yTBopeHHo ctexiomeTpudHoro IMNEK. Mpu pisHoOMy cniBBigHOLLEHHI YHKLiOHANBHUX rpyn
NEKTUHY Ta XiTO3aHY B KOMMSEKCI CNOCTEPIraeTbCa 3MeHLLEeHHs npoTeoniTnuyoi aktnsHocTi IMNEK. Taka
TEHAEHLS1 NOSICHIOETLCS YTBOPEHHAM HECTEXIOMETPUYHUX acouiaTiB, B KOTPUX BKITHOYEHHS o-aminasm
3[iNCHIOETLCS HE MOBHICTHO.

Tabnuus

AwminonituyHa aktmeHicTb (AA) ITIEK B 3aneXHOCTi Bifg CMiBBiAHOLEHHSI Ta MO0 KOMMOHEHTIB

Ne 3paska |[llektuH V, mn | CaCl, V, mn | o-Aminasa V, mn Xito3aH V, Mmn AA, % Big max
1 30 3 15 30 85,1
2 20 3 20 20 54,42
3 30 3 15 30 44,32
4 30 3 15 15 25,62
5 15 3 15 30 29,55
6 20 3 20 20 27,12
7 20 3 10 40 23,14

®OPMYIA KOPVUCHOI MOJEI

Cnoci6 iMmobinizauii  a-aminasu, wWo nepenbadae BKIOYEHHS (epMeHTy B MoniMepHy
NonienexkTponiTHy MaTpuLio, SKUN BiAPI3HAETbCA TUMM, WO CroYaTKy 3MilyTb BOAHI pPO34MHU
nektuHy i CaCl,, noTim goagalTb BOOHUA PO3YMH a-aminasu Ta sutpumytoTb 10...15 xB, nicnsa 4voro
A0AaloTb PO34MH XiTo3aHy B 1 % ouToBiW kucnoti, cymiw Butpumytote 10...15 xBunuH i niggaooTtb
nioinbHOMY CYLLIHHIO, NPU LbOMY pO34MHU NekTuHY, CaCl,, a-aminasu i xitosaHy 6epyTb B MacoBoMYy
cnisBigHoweHHi (1-2):(0,1-1):(0,1-1):(1-2) BignosigHo.

Komm’'totepHa BepcTtka M. Maueno

[epxaBHa cnyba iHTenekTyanbHOI BNacHocTi YkpaiHu, Byn. Ypuupkoro, 45, m. Kuis, MCI1, 03680, YkpaiHa

OI “YkpaiHCbK1I iIHCTUTYT NPOMKUCAIOBOI BNacHocTi”, Byn. nasyHoBa, 1, M. Kuie — 42, 01601



