
НАЦИОНАЛЬНАЯ АКАДЕМИЯ НАУК КЫРГЫЗСКОЙ РЕСПУБЛИКИ

ИНСТИТУТ ХИМИИ И ХИМИЧЕСКОЙ ТЕХНОЛОГИИ 

МИНИСТЕРСТВО ОБРАЗОВАНИЯ И НАУКИ 

КЫРГЫЗСКОЙ РЕСПУБЛИКИ

ОШСКИЙ ГОСУДАРСТВЕННЫЙ УНИВЕРСИТЕТ

ОШСКИЙ ТЕХНОЛОГИЧЕСКИЙ УНИВЕРСИТЕТ

МЕЖВЕДОМСТВЕННЫЙ ДИССЕРТАЦИОННЫЙ СОВЕТ Д.02.09.401

На правах рукописи

УДК 547.458.88:577.15(043.3)

СЕРИКОВА ЛЮДМИЛА ВАСИЛЬЕВНА

ИССЛЕДОВАНИЕ ИММОБИЛИЗОВАННЫХ НА ПОЛИМЕРНЫХ НОСИТЕЛЯХ НЕКОТОРЫХ ПРОТЕОЛИТИЧЕСКИХ ФЕРМЕНТОВ И ПЕРОКСИДАЗЫ

 02.00.03 – органическая химия

Автореферат 

диссертации на соискание учёной степени

кандидата химических наук

БИШКЕК – 2010

Работа выполнена в лаборатории биофизической химии Института химии и химической технологии Национальной академии наук Кыргызской Республики

Научный руководитель:            доктор химических наук, профессор,

  академик НАН КР

  Жоробекова Шарипа Жоробековна

Официальные оппоненты:        доктор химических наук
  Джардималиева Гульжиан Искаковна
  доктор химических наук, профессор,

  Джуманазарова Асылкан Зулпукаровна 
Ведущая организация:              АО Институт химических наук им.А.Бектурова 

                                                     г. Алматы
Защита диссертации состоится  «17» декабря 2010г. в 9.00 часов  на заседании межведомственного диссертационного совета  Д.02.09.401  при Институте химии и химической технологии Национальной академии наук Кыргызской Республики (Соучредители: Ошский государственный университет и Ошский технологический университет Министерства образования и науки Кыргызской Республики) по адресу: 720071, г.Бишкек, проспект Чуй, 267.

С диссертацией можно ознакомиться в Центральной научной библиотеке Национальной академии наук Кыргызской Республики по адресу: 720071, г.Бишкек, проспект Чуй, 265а.

Автореферат разослан  «12» ноября 2010г.

Учёный секретарь межведомственного
диссертационного совета, 
кандидат химических наук, 

старший научный сотрудник                                                    Ахматова Ж.Т.

ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность работы. Иммобилизованные ферменты находят все большее применение в промышленности, медицине и аналитической химии. В промышленности они применяются в качестве высокоэффективных, специфических катализаторов, которые могут быть регенерированы и использованы для разделения рацематов, в производстве различных реактивов, фармацевтических средств, пищевых и кормовых добавок и т.п. Их можно использовать в реакторе перемешивания, в колоночном реакторе, в виде волокон и т.д. В медицине использование иммобилизованных ферментов перспективно для лечения наследственных дефектов ферментативной системы или для получения пролонгированных ферментных препаратов. Аналитическое применение иммобилизованных ферментов приобретает все большее значение особенно в случае мембранных электродов, обладающих повышенной чувствительностью и (что более важно) высокой специфичностью.

Широкое применение ферментов сдерживается их дороговизной, неустойчивостью при хранении, сложностью их отделения от реагентов и продуктов реакции при многократном использовании. В результате создания иммобилизованных ферментных препаратов открылись новые перспективы, так как иммобилизованные ферментные препараты сохраняют все специфические  свойства нативного фермента, но отличаются отсутствием вышеперечисленных недостатков. Наиболее распространенным путем стабилизации ферментных препаратов, особенно тех, которые предназначены действовать на нерастворимые субстраты – это их иммобилизация на водорастворимых носителях (Маллигэн, 2010). Эффективная стабилизация может быть достигнута при использовании матриц, характеризующих ее достаточно высокой  по сравнению с ферментом жесткой конфигурацией структуры в воде, и к которым фермент присоединен более чем, одной ковалентной связью.

В качестве водорастворимых носителей in vivo чаще всего выступают белки, полисахариды, а in vitro наряду с последними используются и синтетические полимеры. В ряду природных веществ полисахаридной природы перспективными носителями для иммобилизации ферментов представляются пектиновые вещества. Пектин состоит из частично или полностью метоксилированных остатков полигалактуроновой кислоты. Наиболее выгодно использовать пектиновые вещества для изготовления ферментных препаратов лекарственного назначения, так как они сами обладают широким спектром терапевтического действия, биосовместимостью. Важное значение имеет также присутствие в молекулярной структуре пектиновых веществ реакционноспособных функциональных групп, дающих возможность осуществлять их целенаправленную модификацию (Оводов Ю.С., 2009).

Исследования процессов иммобилизации представляет интерес не только для решения технических проблем. Теоретическое значение этой проблемы заключается в создании путей лучшего понимания функционирования ферментов in vivo. Огромную значимость эти исследования имеют также для более глубокого понимания функционирования ферментов в сложных биологических системах окружающей среды. В частности, все биохимические реакции, протекающие в почвах, осуществляются при участии ферментов, часть из которых находится в иммобилизованном состоянии. В качестве основных носителей при этом выступают вещества гумусовой природы. Изучение иммобилизующей способности этих веществ и влияния их на активность ферментов имеет важное значение и с точки зрения использования гумус-ферментных препаратов в медицине (Сухих А.С., Кузнецов П.В., 2009).

В связи с вышеизложенным в настоящей работе проведены исследования, направленные на получение производных пектина и установление возможности использования их в качестве носителя для иммобилизации протеолитических ферментов (α-химотрипсина и трипсина). При этом выделены водорастворимые коньюгаты диальдегида пектовой кислоты с указанными ферментами, представлена физико-химическая характеристика. Определена каталитическая активность ферментов в иммобилизованной форме.

Кроме того, в продолжение ранее выполненных работ по ингибированию активности протеолитических ферментов гуминовыми кислотами изучены каталитические свойства ферментов, предварительно иммобилизованных на водорастворимых гуминовых кислотах. В данном случае помимо протеолитических ферментов для иммобилизации на гуминовых кислотах использована  пероксидаза, которая также  участвует  в биохимических процессах, протекающих в почвах.

Цель: исследование каталитической активности иммобилизованных на природных носителях форм модельных ферментов (трипсина, α-химотрипсина, пероксидазы).

 Задачи исследования:

1.Известными методами химической модификации пектина получить водорастворимое производное – диальдегид пектовой кислоты и выяснить возможность использования его в качестве носителя для иммобилизации ферментов (трипсина, α-химотрипсина);

2.Выделить иммобилизованные на диальдегиде пектовой кислоты  ферментные препараты, изучить их  физико-химические свойства, определить природу связи фермент-носитель; 
3.Исследовать иммобилизацию модельных ферментов (трипсина, α-химотрипсина, пероксидазы) на водорастворимых фракциях гуминовых кислот, определить прочность связи и соотношение фермент-носитель в иммобилизованном препарате;

4.Определить кинетические параметры модельных реакций, протекающих при участии нативной и иммобилизованной форм ферментов и провести сравнительный анализ их каталитической активности, изучить рН-зависимость скорости рассматриваемых ферментативных реакций.

Научная новизна. Впервые проведена иммобилизация протеолитических ферментов (трипсина, α-химотрипсина) на водорастворимом носителе – диальдегиде пектовой кислоты. 

Показано, что иммобилизация происходит за счет образования альдоиминной (азометиновой) связи при взаимодействии альдегидных групп носителя с аминными группами белкового катализатора.

Установлено, что иммобилизация, а также восстановление образующегося при этом коньюгата боргидридом натрия не оказывает существенного влияния на активность любого из вышеуказанных ферментов. Однако оптимум рН-зависимости их активности смещен в щелочную область.

Исследована иммобилизация трипсина и α-химотрипсина на водорастворимых фракциях гуминовых кислот. Предложен способ определения протеолитической активности в системах микробиологической трансформации гуминовых веществ и в почвенных растворах с использованием кинетических параметров реакции ферментативного гидролиза в модельных системах.

Получена иммобилизованная на гуминовых кислотах пероксидаза. На основе сравнительного анализа экспериментальных величин кинетических параметров выявлено, что иммобилизация на гуминовых кислотах вызывает незначительное снижение каталитической активности пероксидазы, которая, однако, сохраняется в более широком интервале рН со сдвигом оптимума в щелочную область.

Достоверность результатов работы обеспечивается использованием метрологически поверенного оборудования и стандартными методиками исследования; планированием многократного эксперимента; использованием методов физико-химических исследований; сопоставлением полученных результатов исследований с опытными данными экспериментальных исследований других авторов.

Практическая ценность. Иммобилизованные на водорастворимом производном пектовой кислоты протеолитические ферменты рекомендуются для использования в качестве ферментных препаратов  пролонгированного действия. 

Кинетические параметры реакции ферментативного гидролиза, рассчитанные в модельных системах, предлагается  использовать для определения протеолитической активности  в системах микробиологической трансформации гуминовых веществ и в почвенных растворах.

Экспериментальные данные по изучению иммобилизации ферментов на рассмотренных природных полимерах и их производных  предлагается использовать в практикуме по почвенной биотехнологии и энзимологии.


Основные положения диссертации, выносимые на защиту:

· результаты изучения полученного из пектина  водорастворимого носителя для иммобилизации модельных ферментов (трипсина, α-химотрипсина);

· результаты иммобилизации ферментов (трипсина, α-химотрипсина) на диальдегиде пектовой кислоты, а также получение их восстановленной формы с целью предотвращения гидролиза связи фермент-носитель; 

· результаты изучения кинетических параметров (kkat, Km, Vmax) реакции гидролиза специфического субстрата (АТЭЭ), протекающего под воздействием нативного и иммобилизованного на диальдегиде пектовой кислоты фермента (трипсина, α-химотрипсина), а также сравнительный анализ этих величин; 

· результаты кинетического анализа активности ферментов (трипсина, α-химотрипсина), иммобилизованных на водорастворимых гуминовых кислотах;

· результаты определения протеолитической активности в биологических растворах, содержащих гуминовые кислоты, на основе рассчитанных в модельных системах кинетических параметров ферментативного гидролиза;

· результаты иммобилизации на гуминовых кислотах пероксидазы и изучения влияния иммобилизации на ферментативную активность.

Личный вклад соискателя. Диссертационная работа является результатом исследований, проводимых автором в лаборатории биофизической химии Института химии и химической технологии Национальной академии наук Кыргызской Республики по проекту "Разработка технологических способов переработки металлических руд, минерального и органического сырья Кыргызской Республики с целью создания новых материалов" (номер государственной регистрации 0003939). Подпроект "Моделирование ферментативных процессов. Регуляция активности ферментов в биологических системах, включающих ингибиторы", а также проекту МНТЦ КР-993.2: "Разработка технологии получения высокоэффективных препаратов для оптимизации питания и защиты растений". Личный вклад  автора состоит в выборе природных полимеров для использования в качестве носителя ферментов,  планировании и проведении основных экспериментальных исследований, получении иммобилизованных ферментов и определении их активности, теоретическом осмыслении полученных результатов. 

Публикации и апробация. По материалам диссертации опубликованы 10 статей. Материалы работы представлены и обсуждены на: 2-ой Международной конференции "Гумусовые вещества в биосфере", (Москва, 2003); II Международной научной конференции "Научные приоритеты и технологии на рубеже XXI века", (Алматы, 2004); конференции молодых ученых (КНУ им. Ж.Баласагына, Бишкек, 2005); Международном симпозиуме "Сохранение и устойчивое использование растительных ресурсов" (Бишкек, 2008, Ботанический сад им. Э.Гареева НАН КР). 

Структура и объем работы. Диссертация состоит из введения, четырех глав, выводов, библиографии. 

Диссертационная работа изложена на 148 страницах машинописного текста, содержит 29 таблиц, 78 рисунков. Список использованной   литературы включает 79 наименований.
ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ

Во введении изложены актуальность поставленной проблемы, выбор объектов исследования, сформулированы цели и задачи исследования.

В первой главе приведен литературный обзор, посвященный характеристике носителей для ферментов, методам иммобилизации и характеристике использованных в работе ферментов.

 Во второй главе приведены данные по иммобилизации трипсина, α-химотрипсина на пектиновом производном. 

Методом химической модификации пектина получен водорастворимый носитель для иммобилизации ферментов – диальдегид пектовой кислоты.

Выделенный диальдегид пектовой кислоты  был проанализирован на элементный состав и содержание функциональных групп (табл. 1).

Проведена иммобилизация модельных ферментов (трипсина, α-химотрипсина) на указанном носителе.

Связанный с диальдегидом пектовой кислоты фермент отделяли от нативного гель-фильтрацией на колонке с сефадексом G-75. За  выходом продуктов иммобилизации следили спектрофотометрически по поглощению при 280нм. В процессе работы использовали спектрофотометр СФ-46.
 Таблица 1 

Элементный состав диальдегида пектовой кислоты

	Исследуемое вещество
	Элементный состав
	-СНО группы, %
	-СООН группы, %
	Золь-ность, %

	
	С
	Н
	
	
	

	Диальдегид пектовой кислоты
	32,85
	5,67
	29,53
	12,57
	3,24


Полученные фракции идентифицировали с помощью ИК-спектрального анализа. ИК-спектры полученных образцов, нативного           α-химотрипсина, трипсина и диальдегида пектовой кислоты сняты на приборе UR-29 (растворы помещали между пластинами KBr). ИК-спектры полученных образцов сравнивали  с ИК-спектрами чистых веществ. При этом установлено, что связывание фермента с носителем происходит за счет коньюгирования  альдегидных групп в окисленной форме пектовой кислоты с аминными группами α-химотрипсина или трипсина  с образованием шиффовых оснований:
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С целью предотвращения гидролитического расщепления альдоиминной (азометиновой) связи в шиффовых основаниях, проведено восстановление их боргидридом натрия до образования вторичных аминогрупп. 

          Активность протеолитических ферментов определяли на рН-стате Radiometer ТТТ-1С, рНМ-290. В качестве субстрата использовали  этиловый эфир N-ацетил-L-тирозина (АТЭЭ).

В опытах были использованы три препарата: 1)нативный фермент; 2)иммобилизованный невосстановленный фермент; 3)иммобилизованный восстановленный фермент. Результаты исследования показаны на рис. 1-2.

[image: image2.jpg]V108, M-ct
81 1
5 2
3
aF
3k
2k
. I . .
1 2 3 4 5 [E'EM




[image: image3.jpg]V108, M-c

8 1
5

2
4

3
3
2

1 2 3 a 5 [E]10%,M




Рис. 2. Зависимость скорости гидролиза АТЭЭ от концентрации

 нативного (1) и иммобилизованного  трипсина в восстановленной (2)

и невосстановленной (3) формах. 

Условия опыта: рН=7,8; [E]=1,0·10-8М; [S]=5,0·10-3М; t=25°С.

Представленные в таблицах 2 и 3, рассчитанные на основе экспериментальных данных величины кинетических параметров показывают, что как иммобилизация на диальдегиде пектовой кислоты, так и восстановление образующегося коньюгата (основания Шиффа) существенно не влияют на активность указанных ферментов. Порядок величины каталитической константы kkat, константы Михаэлиса Km и максимальной скорости Vmax не меняется. Можно отметить незначительное снижение абсолютной величины каталитической константы для иммобилизованных препаратов как α-химотрипсина, так и трипсина.

Таблица 2

Параметры каталитического гидролиза этилового эфира 

 N-ацетил-L-тирозина под действием α-химотрипсина

	катализатор
	Km, M
	kkat, c-1
	Vmax, M·c-1

	Нативный фермент
	8,00·10-4
	50,2
	5,02·10-7

	Иммобилизованный α-химотрипсин:         Восстановленная форма      

Невосстановленная форма
	4,54·10-4
4,00·10-4
	33,8

30,3
	3,38·10-7
3,03·10-7


Экспериментальные данные показали, что восстановление альдоиминных групп в основаниях Шиффа боргидридом натрия до вторичных аминогрупп практически не оказывает влияния на величину каталитической активности иммобилизованного фермента.

Таблица 3

Параметры каталитического гидролиза этилового эфира 

 N-ацетил-L-тирозина под действием трипсина

	катализатор
	Km, M
	kkat, c-1
	Vmax, M·c-1

	Нативный фермент
	8,30·10-4
	40,1
	4,01·10-7

	Иммобилизованный трипсин:         Восстановленная форма      

Невосстановленная форма
	6,71·10-4
6,25·10-4
	30,3

29,4
	3,03·10-7
2,94·10-7




Исследование зависимости начальной скорости гидролиза АТЭЭ от рН для всех форм ферментов показало, что в случае использования иммобилизованных  ферментов оптимум рН несколько смещен в щелочную область (рис. 3). 
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Рис. 3. Зависимость начальной скорости гидролиза АТЭЭ от рН 

для нативного α-химотрипсина (1) и иммобилизованного α-химотрипсина в восстановленной (2) и невосстановленной (3) формах.

          Известно, что характерной особенностью азометиновой связи является легкое разрушение ее в кислых средах с регенерацией исходных веществ. Восстановление же этой группировки приводит к устойчивости коньюгатов с азометиновой связью к кислотам. Именно этим следует объяснить сдвиг    рН-оптимума и расположение его для восстановленной формы иммобилизованного фермента в менее щелочной области по сравнению с данными для невосстановленного коньюгата.

В третьей главе приведены результаты изучения активности протеолитических ферментов (трипсина, α-химотрипсина) иммобилизованных на гуминовых кислотах.

В работе использованы следующие образцы гуминовых кислот:

-Исходные гуминовые кислоты –  полученные из бурого угля месторождения Кара-Кече с невысокой степенью окисленности.

-Гуминовые кислоты, трансформированные под влиянием микроорганизмов, выделенных из (а) почвы, (в) разлагающейся (гниющей) древесины и (с) биогумуса (любезно предоставленные Р.П. Королевой).

Молекулярно-массовое распределение фракций  гуминовых кислот оценивали методом гель-фильтрации на колонке с сефадексом G-100.

13С-ЯМР-спектры гуминовых кислот были получены на Bruker AC 400 ЯМР- спектрометре с частотой 400 МГц, толщина образца 5 мм  (рис.4). 

1H-ЯМР-спектры гуминовых кислот были получены на Bruker DMX 500 ЯМР-спектрометре с частотой 500 МГц, толщина образца 5 мм (рис.5).

[image: image5.emf]
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Рис.4. 13С-ЯМР-спектры нативных гуминовых кислот: 101 мг образца растворенного в  740 мг 0.1N NaOН.

Во всех исследованных препаратах гуминовых кислот биосолюбилизация различными микробиальными консорциумами вызывает сходные изменения в структурно-групповом составе продуктов трансформации. Сравнение результатов 1H и 13C ЯМР спектроскопии показало, что все исследованные препараты гуминовых производных обладают единым набором основных структурных фрагментов. Согласно полученным данным основным процессом трансформации структуры гуминовых кислот являются гидролиз, в результате которого происходит отщепление полисахаридной периферии и распад сложных эфиров, и окисление ароматического скелета.
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Рис. 5. 1H-ЯМР-спектры гуминовых кислот Кара-Кече: 9.2 мг образца растворенного в  1067 мг 0.1N NaOН.

Скорость гидролиза АТЭЭ, катализируемого протеолитическим ферментом (α-химотрипсином, трипсином), иммобилизованным на ГК (
[image: image8.wmf]w

М

-

=77620Да) экспериментально определялась методом рН-стат. Для иммобилизации фермент  выдерживался с ГК в определенных концентрациях в течение 30 минут. Полученные экспериментальные данные представлены на рисунках (6 и 7).

Как следует из полученных экспериментальных данных, скорость рассматриваемой реакции при использовании иммобилизованной формы фермента ниже, по сравнению со скоростью реакции, катализируемой нативным ферментом. При этом, с повышением концентрации носителя (ГК) в ферментном препарате, степень снижения скорости реакции возрастает. Эти данные подтверждают ранее установленные факты, позволяющие рассматривать гуминовые кислоты в качестве ингибиторов протеолитических ферментов. Определенные графическим методом величины констант ингибирования характеризуют устойчивость связи фермента с носителем. Рассчитанные на основе экспериментальных данных кинетические величины приведены в таблице 4.
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Рис. 6.Зависимость скорости реакции гидролиза АТЭЭ, катализируемого нативным (1) и иммобилизованным на ГК α-химотрипсином, от концентрации субстрата в   координатах Лайнуивера-Берка.

Условия опыта: рН=7,8; Т=200С; μ=0,1 (NaCl); [Е] =1,0·10-8, М.

Содержание ГК в иммобилизованном ферментном препарате:

(2)- 0,11·10-5М; (3)- 0,27·10-5М; (4)- 0,82·10-5М; (5)- 1,1·10-5М;

(6)- 1,62·10-5М; (7)- 1,88·10-5М.

Таблица 4

Параметры ингибирования активности протеолитических ферментов гуминовыми кислотами  (
[image: image10.wmf]w

М

-

=77620Да) в реакции гидролиза АТЭЭ.

Условия опыта: рН=7,8; Т=200С; μ=0,1 (NaCl)

	Фермент
	субстрат
	[Е0]·10-8, М
	КI, М
	α
	β

	α-химотрипсин
	АТЭЭ
	1,00
	1,84·10-6
	0,73
	0,70

	трипсин
	АТЭЭ
	1,00
	1,71·10-6
	0,74
	0,68
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Рис. 7.Зависимость скорости реакции гидролиза АТЭЭ, катализируемого нативным (1) и иммобилизованным на ГК  трипсином, от концентрации субстрата в   координатах Лайнуивера-Берка.

Условия опыта: рН=7,8; Т=200С; μ=0,1 (NaCl); [Е] =1,0·10-8, М;

Содержание ГК в иммобилизованном ферментном препарате:

(2)-0,11·10-5М; (3)-0,27·10-5М; (4)-0,82·10-5М; (5)-1,1·10-5М; (6)-1,62·10-5М.

Данные по изучению скорости гидролиза субстрата АТЭЭ, катализируемого протеолитическими ферментами (α-химотрипсином, трипсином), иммобилизованными на гуминовых кислотах, трансформированных под воздействием микроорганизмов, приведены            в  табл. 5-6.

Таблица 5

Кинетические параметры реакций гидролиза АТЭЭ α-химотрипсином, нативным  и иммобилизованным на гуминовых кислотах, трансформированных под воздействием микроорганизмов (а) из почвы, 

(в) из дерева, (с) из биогумуса в течение 3-х месяцев

	[ГК] ·10-5,М
	Кm ·104, М
	kkat, c-1
	Кm ·104, М
	kkat, c-1
	Кm ·104, М
	kkat, c-1

	
	(а)
	(в)
	(с)

	0
	5,88
	71,4
	5,88
	71,4
	5,88
	71,4

	0,11
	6,48
	65,7
	6,54
	67,2
	6,78
	67,9

	0,27
	6,80
	59,8
	6,95
	61,5
	,7,03
	62,2

	0,82
	7,44
	57,4
	7,56
	58,2
	7,82
	58,9

	1,10
	8,06
	54,2
	8,12
	54,6
	8,34
	54,8

	1,62
	8,54
	51,3
	8,76
	51,6
	8,69
	52,7

	1,88
	8,75
	50,6
	9,11
	50,9
	9,53
	51,4


Таблица 6

Кинетические параметры реакций гидролиза АТЭЭ трипсином, нативным и иммобилизованным на  гуминовых кислотах, трансформированных под воздействием  микроорганизмов (а) из почвы, (в) из дерева, (с) из биогумуса в течение 3-х месяцев

	[ГК] ·10-5,М
	Кm ·104, М
	kkat, c-1
	Кm ·104, М
	kkat, c-1
	Кm ·104, М
	kkat, c-1

	
	(а)
	(в)
	(с)

	0
	5,5
	64
	5,5
	64
	5,5
	64

	0,11
	6,20
	63,2
	6,28
	63,5
	6,31
	62,6

	0,27
	6,52
	61,7
	6,60
	60,8
	6,75
	61,8

	0,82
	7,18
	58,4
	7,26
	58,7
	7,19
	58,9

	1,10
	7,81
	55,7
	7,89
	54,9
	7,92
	54,7

	1,62
	8,22
	52,9
	8,31
	53,6
	8,34
	52,8


Условия опыта: рН=7,8; Т=200С; μ=0,1 (NaCl); 

Концентрация трипсина – 1,0·10-8 М.

Молекулярные массы используемых гуминовых кислот составили: 
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(ГК с м/о почвы)=39000Да; 
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(ГК с м/о дерева)=33000Да; 
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 (ГК с м/о биогумуса)=31000Да. 

В результате исследований было установлено, что уменьшение молекулярной массы гуминовых кислот, подвергшихся воздействию микроорганизмов, изменяет их ингибирующее влияние на активность протеиназ – вызывает некоторое подавление ингибирования. Также, исходя из полученных кинетических параметров видно, что образцы гуминовых кислот, подвергшихся воздействию микроорганизмов различной природы, существенно не отличаются по ингибирующей активности (табл. 7).

Таблица 7

Параметры ингибирования активности протеолитических ферментов гуминовыми кислотами, подвергшимися воздействию

микрофлоры в течение 3-х месяцев

	фермент
	м/о почвы
	м/о дерева
	м/о биогумуса

	
	КI, М


	рКI

	КI, М


	рКI

	КI, М


	рКI


	α-химотрипсин
	2,96·10-6
	5,53
	3,4·10-6
	5,47
	4,0·10-6
	5,39

	трипсин
	2,45·10-6
	5,61
	2,9·10-6
	5,54
	3,7·10-6
	5,43


Следовательно, изменения в молекулярной структуре гуминовых кислот, происходящие под направленным  воздействием микробиальных консорциумов, выделенных их различных источников, не оказывают существенного влияния на иммобилизацию ферментов.

Экспериментальные данные по влиянию ГК на активность протеолитических ферментов использованы для выявления протеолитической активности в системах микробиологической трансформации ГК без внесения в них коммерческого фермента. Обнаруженную при этом протеолитическую активность следует отнести к ассоциированным с гуминовыми кислотами экзопротеиназам. Кинетические параметры протекающего с их участием процесса указаны в таблице 8 и на рис. 8. 

 Таблица 8

Кинетические параметры реакций гидролиза АТЭЭ α-химотрипсином в присутствии ГК, выделенных из культуральной жидкости

	№
	[Е0], М
	Кm ·104, М
	Vmax ·107, М·с-1

	1
	1-1,0·10-7
	26,21
	14,28

	2
	1,0·10-8
	7,70
	5,56

	3
	1,0·10-9
	4,56
	3,22

	4
	Х
	4,32
	2,52

	5
	1,0·10-10
	4,22
	2,38


       Х – концентрация протеолитических ферментов в растворе.
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Рис. 8. Зависимость скорости гидролиза АТЭЭ от концентрации                    

α-химотрипсина в присутствии гуминовых кислот  (с м/о почвы).

Условия опыта: Т=200С; рН=7,8; μ=0,1 (NaCl);

[Е0]: (1)-1,0·10-7М; (2)-1,0·10-8М; (3)-1,0·10-9М;(4)- 1,0·10-10М.

(пунктирная линия соответствует концентрации фермента в растворе)

В четвертой главе приведены данные иммобилизации пероксидазы на гуминовых кислотах. Для получения иммобилизованной формы пероксидазы использованы два образца гуминовых кислот, различающихся по молекулярной массе. В первом случае была использована низкомолекулярная  фракция  ГК с 
[image: image16.wmf]w
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=12880Да. Во втором случае, для иммобилизации использованы ГК, не подверженные предварительному фракционированию. В обоих случаях после выдержки раствор подвергали гель-хроматографированию в колонке (1,6×25см) с сефадексом G-100. В качестве элюента использовался тот же буферный раствор. На гель-хроматограммах системы "гуминовые кислоты + пероксидаза" наблюдается выход четырех фракций (рис.9). Первые три фракции характеризуются средневесовыми молекулярными массами 
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: 85113Да, 72444Да и 56234Да. Сравнение этих данных с 
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 для фракций ГК показывает, что они представлены гумус-пероксидазным комплексом. А четвертая фракция представлена несвязанным ферментом. 
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Рис. 9. Гель-хроматограмма гуминовых кислот с пероксидазой.

Активность нативной и иммобилизованной пероксидазы определялась в реакции окисления  о-дианизидина (S2). Перекись водорода (S1), являющуюся субстратом, окисляющим пероксидазу, использовали в насыщающей концентрации      (2·10-3М), при которой скорость процесса лимитируется стадией восстановления окисленной формы фермента при взаимодействии с донором протона (о-дианизидином). Окисление происходит по следующей схеме:

E + S1    
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Здесь E1 – окисленная форма фермента; E1 · S2 – комплекс субстрата  S2 с  E1;  

 E2 · P´ - комплекс E2  с полуокисленным субстратом  S2 (P´).

Результаты измерения кинетических параметров ферментативной реакции окисления о-дианизидина представлены в таблице 9.

Таблица 9

Кинетические параметры пероксидазного окисления о-дианизидина 

	Пероксидаза
	Vmax, М с-1
	Кm, М
	kkat, с-1

	Нативная форма
	2,85·10-7
	1,17·10-5
	2,85·102

	Иммобилизованная на ГК в соотношении  Е : ГК = 1:1
	2,04·10-7
	1,0·10-5
	2,04·102

	Иммобилизованная на ГК в соотношении  Е : ГК = 1:2
	1,64·10-7
	5,15·10-5
	1,64·102


Изучена рН-зависимость активности нативной и иммобилизованной на ГК  пероксидазы в широком интервале. 

При этом использованы 0,01М натрий-ацетатный буфер (рН 5,0 и 5,5), натрий-фосфатный буфер  (рН 6,0 и 7,0), натрий-карбонатный буфер (рН 8,0 и 9,0). Все кинетические опыты проводились в условиях обратимости ферментативной реакции, подтверждением которой является прямолинейная зависимость скорости реакции от концентрации фермента (рис. 10).
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Рис. 10. Зависимость начальной скорости пероксидазного окисления о-дианизидина (V0) от его начальной концентрации [So] в координатах Лайнуивера-Берка при различных рН. Условия опыта: 25˚С, [Н2О2]=2,0·10-3М, [Еo]=1,0·10-9М,  рН: (1)-8,0; (2)-7,0; (3)-6,0; (4)-5,5; (5)-5,0.

          Оптимальная активность нативного фермента наблюдается в области рН 5,5-6,0.

При рН>6,0 наблюдается заметное уменьшение kkat, однако активность фермента сохраняется (табл. 10-11). 

Таблица 10

Кинетические  параметры (kkat, Vmax, Кm) для реакции окисления                         о-дианизидина нативной пероксидазой

	Константы
	рН

	
	5,0
	5,5
	6,0
	7,0
	8,0

	Кm ·105 
	1,85
	1,88
	1,81
	1,43
	0,90

	Vmax ·107
	3,13
	3,57
	3,45
	2,94
	2,38

	kkat ·10-2
	3,13
	3,57
	3,45
	2,94
	2,38


Таблица 11

Зависимость скорости реакции пероксидазного 

окисления о-дианизидина от рН

	Константы
	рН

	
	5,0
	5,5
	6,0
	6,5
	7,0
	8,0

	V ·107, М·с-1
	2,17
	2,38
	2,08
	1,99
	1,92
	1,66

	lgV
	-6,66
	-6,62
	-6,68
	-6,70
	-6,71
	-6,73


Условия опыта: t=25°С; ионная сила μ=0,1М (KNO3); [Н2О2]=2,0·10-3М; [Е]=1,0·10-9М, [S2]=1,0·10-9М.

При испытании иммобилизованного фермента более заметное ингибирование наблюдается в области рН 5,0-5,5. При рН 6,0 ингибирующий эффект гуминовых кислот выражен незначительно. В интервале рН 6,5-8,5 по мере сдвига в щелочную область каталитическая активность иммобилизованной на ГК пероксидазы повышается по сравнению с активностью ее нативной формы (рис. 11). 
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Рис. 11. рН-зависимость реакции окисления о-дианизидина перекисью

 водорода в присутствии пероксидазы: нативной (1), иммобилизованной на гуминовых кислотах с 
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Отсюда следует, что под воздействием гумусовых веществ активность пероксидазы сохраняется в более широком интервале рН. Более того, наблюдается некоторое изменение профиля рН-зависимости  для kkat  с расширением оптимума в щелочную область.

Выводы

1. Путем химической модификации пектина получен и идентифицирован диальдегид пектовой кислоты. Установлена возможность использования его в качестве водорастворимого носителя для иммобилизации ферментов              (на примере трипсина, α-химотрипсина).

2.С использованием химических и физико-химических методов показано, что в процессе иммобилизации образуется коньюгат при взаимодействии альдегидных групп водорастворимого носителя с аминными

группами белкового катализатора. С целью предотвращения гидролитического расщепления связи фермент-носитель проведено восстановление коньюгата боргидридом натрия.

3.Иммобилизация на диальдегиде пектовой кислоты, а также восстановление образующегося коньюгата не оказывают существенного влияния на активность фермента. Порядок величин kkat, Km и Vmax для реакции гидролиза специфического субстрата (АТЭЭ) не меняется, наблюдается лишь незначительное изменение их абсолютных значений. В реакциях с участием иммобилизованных ферментов оптимум рН-зависимости скорости гидролиза субстрата смещен в щелочную область.

4.Кинетическими исследованиями установлено, что иммобилизация на водорастворимых фракциях гуминовых кислот вызывает подавление активности трипсина и α-химотрипсина, а прочность связи фермент-носитель характеризуется константами нестойкости иммобилизованных систем порядка 10-6 и существенно не зависит от изменений в молекулярной структуре носителя.

5.Показано, что кинетические параметры реакции ферментативного гидролиза, рассчитанные в модельных системах, могут быть использованы для определения протеолитической активности в системах микробиологической трансформации гуминовых веществ и в почвенных растворах.

6.Исследована иммобилизация пероксидазы на гуминовых кислотах. Определена каталитическая активность нативной и иммобилизованной пероксидазы в реакции окисления о-дианизидина перекисью водорода. Для иммобилизованной формы характерно незначительное понижение каталитической константы в абсолютных значениях. Выявлено, что при иммобилизации на гуминовых кислотах активность пероксидазы сохраняется в более широком интервале рН со сдвигом оптимума в щелочную область.
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Рис. 1. Зависимость скорости гидролиза АТЭЭ от концентрации


 нативного (1) и иммобилизованного α-химотрипсина в восстановленной (2) и невосстановленной (3) формах.  Условия опыта: рН=7,8; [E]=1,0·10-8М; [S]=4,5·10-3М; t=23°С.
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