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(57) Ðåôåðàò:

Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê áèîòåõíîëîãèè, â
÷àñòíîñòè êàñàåòñ  ñïîñîáà ïîëó÷åíè 
ïîëèãàëàêòóðîíàçíîãî ôåðìåíòíîãî ïðåïàðàòà, è
ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî â âèíîäåëèè, â
ãèäðîëèçíîé ïðîìûøëåííîñòè. Ñïîñîá ïîëó÷åíè 
ïîëèãàëàêòóðîíàçíîãî ôåðìåíòíîãî ïðåïàðàòà
ïðåäóñìàòðèâàåò ïåðâè÷íîå êîíöåíòðèðîâàíèå
êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè èëè ðàñòâîðà
íåî÷èùåííîãî ôåðìåíòíîãî ïðåïàðàòà,
îáåññîëèâàíèå ðàñòâîðà. Âòîðè÷íîå
êîíöåíòðèðîâàíèå ôåðìåíòà âåäóò
íåïîñðåäñòâåííî íà êîëîíêå ïóòåì ïðîïóñêàíè 
÷åðåç òåðìîñòàòèðîâàííóþ êîëîíêó ïðè

òåìïåðàòóðå 3-5°Ñ, çàïîëíåííóþ ãèäðîêñèàïàòèòîì
ñ çåðíåíèåì 100-250 ìêì. Ïðîìûâàþò êîëîíêè 10
ìÌ ôîñôàòíûì áóôåðîì ñ ðÍ 6,0-7,0, ñ
ïîñëåäóþùèì ýëþèðîâàíèåì ôðàêöèé ãðàäèåíòîì
ôîñôàòíîãî áóôåðà. Ïðîâîä ò ãåëü-
õðîìàòîãðàôèþ àêòèâíîé ôðàêöèè è
ëèîôèëèçàöèþ ôåðìåíòíîãî ïðåïàðàòà.
Èçîáðåòåíèå ïîçâîë åò óâåëè÷èòü âûõîä, ñòåïåíü
î÷èñòêè è ïðîèçâîäèòåëüíîñòü ïðåïàðàòèâíîãî
ïîëó÷åíè  ïîëèãàëàêòóðîíàçíîãî ôåðìåíòíîãî
ïðåïàðàòà, à òàêæå óìåíüøèòü ðàçáàâëåíèå
àêòèâíîé ôðàêöèè, ÷òî ïîâûøàåò òåõíîëîãè÷íîñòü
ïðîöåññà î÷èñòêè. 1 ç.ï. ô-ëû, 1 òàáë.
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(54) METHOD FOR PRODUCTION OF POLYGALACTURONASE ENZYME PREPARATION
(57) Abstract: 

FIELD: biotechnology, production of
polygalacturonase enzyme preparation useful in
wine production and hydrolysis industry.

SUBSTANCE: claimed method includes the first
concentration of cultural liquid or solution of
crude enzyme preparation and solution
demineralization. Second enzyme concentration is
carried out directly in column by solution
passing through column filled with hydroxyapatite

with granulation of 100-250 mum at 3-5°C. Columns
are washed with 10 mM phosphate buffer with pH
6.0-7.0 followed by fraction elution by phosphate
buffer gradient. Active fraction is subjected to
gel chromatography and enzyme preparation is
lyophilized.

EFFECT: method with increased yield,
purification ratio, productivity and decreased
dilution of active fraction.

2 cl, 1 tbl, 3 ex
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Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê îáëàñòè áèîòåõíîëîãèè, ãèäðîëèçíîé ïðîìûøëåííîñòè è
âèíîäåëè  è ïðåäíàçíà÷åíî äë  ïðåïàðàòèâíîãî ïîëó÷åíè  î÷èùåííîãî
ïîëèãàëàêòóðîíàçíîãî ôåðìåíòíîãî ïðåïàðàòà, ïðèãîäíîãî äë  èññëåäîâàíè  ñòðóêòóðû
ðàñòèòåëüíûõ ïåêòèíîâ ìåòîäîì ôåðìåíòàòèâíîãî ãèäðîëèçà, äë  ïåðåðàáîòêè è
óòèëèçàöèè ðàñòèòåëüíîãî ñûðü  ñ öåëüþ ïîëó÷åíè  îëèãî- è ìîíîñàõàðèäîâ, äë  óäàëåíè 
âèííîãî êàìí  è îñâåòëåíè  ëó÷øèõ ñîðòîâ âèí.

Èçâåñòåí ñïîñîá ïîëó÷åíè  ïîëèãàëàêòóðîíàçû (ïðîòîòèï), [US 4801540, 31.01.89, C 12
N 015/00], âêëþ÷àþùèé ïðåäâàðèòåëüíîå êîíöåíòðèðîâàíèå ôåðìåíòîâ ïóòåì îñàæäåíè 
ñóëüôàòîì àììîíè  ïðè 90%-íîì íàñûùåíèè ñ ïîñëåäóþùèì ôðàêöèîíèðîâàíèåì ñ
ïîìîùüþ õðîìàòîãðàôèè íà ãèäðîêñèàïàòèòå. Ïðè ýòîì 2 ìë ðàñòâîðà ââîäèòñ  â HPLC-
êîëîíêó äë  æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè âûñîêîãî ðàçðåøåíè , ïîñëå ÷åãî ïðîâîäèòñ 
õðîìàòîãðàôèðîâàíèå ôåðìåíòîâ â ëèíåéíîì ãðàäèåíòå ôîñôàòíîãî áóôåðà ñ ðÍ 6,8 îò
10 äî 350 ìÌ ïðè ðàñõîäå 1 ìë/ìèí. Ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå ïîëèãàëàêòóðîíàçó,
äèàëèçóþòñ  ïðîòèâ 6% óêñóñíîé êèñëîòû è ëèîôèëèçèðóþòñ .

Íåäîñòàòêîì äàííîãî ñïîñîáà  âë åòñ  îòíîñèòåëüíî íèçêà  ñòåïåíü î÷èñòêè
ïîëèãàëàêòóðîíàçû, íèçêà  ïðîèçâîäèòåëüíîñòü ïðîöåññà è ñóùåñòâåííîå ðàçáàâëåíèå
èñõîäíîãî ðàñòâîðà ôåðìåíòà â õîäå î÷èñòêè, ÷òî çàòðóäí åò ïðåïàðàòèâíîå ïîëó÷åíèå
öåëåâîãî ïðîäóêòà.

Òåõíè÷åñêèé ðåçóëüòàò èçîáðåòåíè  çàêëþ÷àåòñ  â óâåëè÷åíèè ñòåïåíè î÷èñòêè ïî
óäåëüíîé ïîëèãàëàêòóðîíàçíîé àêòèâíîñòè (ÏãÀ) è â ïîâûøåíèè ïðîèçâîäèòåëüíîñòè
ïðîöåññà ïðåïàðàòèâíîãî ïîëó÷åíè  öåëåâîãî ïðîäóêòà. Ïðèìåíåíèå èçîáðåòåíè 
ïîçâîë åò òàêæå ñíèçèòü ðàçáàâëåíèå èñõîäíîãî ðàñòâîðà ôåðìåíòà â õîäå î÷èñòêè è
óâåëè÷èòü âûõîä ôåðìåíòíîãî ïðåïàðàòà.

Òåõíè÷åñêèé ðåçóëüòàò ïî ñïîñîáó äîñòèãàåòñ  òåì, ÷òî ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîãî
êîíöåíòðèðîâàíè  ôåðìåíòîâ ïóòåì îñàæäåíè  èëè äðóãèì ïîäõîä ùèì ìåòîäîì
ôåðìåíòíûé ðàñòâîð îáåññîëèâàþò, íàïðèìåð, äèàëèçîì, ïîñëå ÷åãî âòîðè÷íî
êîíöåíòðèðóþò ôåðìåíòû ïðè ââîäå ïðîáû íåïîñðåäñòâåííî íà êîëîíêå ñ
ãèäðîêñèàïàòèòîì ïóòåì ïðîïóñêàíè  îáåññîëåííîãî ôåðìåíòíîãî ðàñòâîðà ñ îáúåìîì,
ðàâíûì 1-2 îáúåìàì êîëîíêè, ïðîìûâàþò êîëîíêó ñëàáûì ôîñôàòíûì áóôåðîì è
ïðîâîä ò ãðàäèåíòíîå ýëþèðîâàíèå àêòèâíîé ôðàêöèè. Âñå îïåðàöèè ïðîâîä ò ïðè
òåìïåðàòóðå 3-5°Ñ.

Ñïîñîá îñóùåñòâë þò ñëåäóþùèì îáðàçîì: 1000 ñì3 êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè èëè
ðàñòâîðà ôåðìåíòíîãî ïðåïàðàòà ïðåäâàðèòåëüíî êîíöåíòðèðóþò â 5-10 ðàç ïîäõîä ùèì
ìåòîäîì, íàïðèìåð îñàæåíèåì ñóëüôàòîì àììîíè , óëüòðàôèëüòðàöèåé èëè âàêóóìíîé
äèñòèëë öèåé è îáåññîëèâàþò, íàïðèìåð, äèàëèçîì ïðè òåìïåðàòóðå îêîëî 4°Ñ ïðîòèâ 10

ìÌ ôîñôàòíîãî áóôåðà ñ ðÍ 6,0-7,0. Ïîñëå ýòîãî 100-200 ñì3 îáåññîëåííîãî ðàñòâîðà ñ
ïîìîùüþ íàñîñà ïðîïóñêàþò ñî ñêîðîñòüþ 4 ñì3/ìèí ÷åðåç òåðìîñòàòèðîâàííóþ ïðè 4°Ñ
êîëîíêó 1,6×50 ñì (îáúåì 100,5 ñì3), çàïîëíåííóþ ãèäðîêñèàïàòèòîì ñ çåðíåíèåì 100-250
ìêì. Ïîñëå ââåäåíè  âñåãî îáúåìà ðàñòâîðà êîëîíêó ïðîìûâàþò 100 ñì3 10 ìÌ
ôîñôàòíîãî áóôåðà ñ ðÍ 6,0-7,0 è äàëåå ïðîèçâîä ò ýëþèðîâàíèå àêòèâíîé ôðàêöèè
ëèíåéíûì ãðàäèåíòîì òîãî æå áóôåðà îò 10 äî 500 ìÌ â òå÷åíèå 30 ìèíóò ñî ñêîðîñòüþ 4
ñì3/ìèí. Ïî ðåçóëüòàòàì äåòåêòèðîâàíè  ïðè 280 íì îòáèðàþò áåëîêñîäåðæàùóþ
ôðàêöèþ, êîòîðà  ýëþèðóåòñ  ïðè êîíöåíòðàöèè ôîñôàòíîãî áóôåðà, ðàâíîé 250-300 ìÌ,
äèàëèçóþò åå ïðîòèâ 10 ìÌ àöåòàòíîãî áóôåðà ñ ðÍ 4,0-4,5 èëè ïðîâîä ò ãåëü-
õðîìàòîãðàôèþ íà TSK-ãåëå HW-50F, èñïîëüçó  10 ìÌ àöåòàòíûé áóôåð ñ ðÍ 4,0-4,5 â
êà÷åñòâå ýëþåíòà, ïîñëå ÷åãî ëèîôèëèçèðóþò.

Íèçêà  èîííà  ñèëà èñõîäíîãî ôåðìåíòíîãî ðàñòâîðà ïåðåä ôðàêöèîíèðîâàíèåì
ñïîñîáñòâóåò áîëåå ñèëüíîé àäñîðáöèè ôåðìåíòîâ ãèäðîêñèàïàòèòîì ïðè 4°Ñ, ÷òî
ïðèâîäèò ê èõ êîíöåíòðèðîâàíèþ íà êîëîíêå è îòìûâàíèþ íåàêòèâíûõ ïðèìåñåé óæå â
ïðîöåññå ââîäà ïðîáû, ÷òî óâåëè÷èâàåò êîíå÷íóþ ñòåïåíü î÷èñòêè.

Âòîðè÷íîå êîíöåíòðèðîâàíèå ôåðìåíòîâ íà êîëîíêå ïåðåä èõ ðàçäåëåíèåì ïîçâîë åò
óìåíüøèòü îáúåì àêòèâíîé ôðàêöèè ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûì ðàñòâîðîì. Ïðè ýòîì

Ñòðàíèöà: 3

DE

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 253 676 C2

óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè áåëêîâ íà ñòàðòå êîëîíêè ñïîñîáñòâóåò ñòàáèëèçàöèè ôåðìåíòà
è, ñëåäîâàòåëüíî, óâåëè÷åíèþ åãî âûõîäà ïî àêòèâíîñòè.

Èñïîëüçîâàíèå ãåëü-õðîìàòîãðàôèè íà TSK-ãåëå HW-50F âìåñòî äèàëèçà ïåðåä
ëèîôèëèçàöèåé ïðèâîäèò ê äîïîëíèòåëüíîìó óâåëè÷åíèþ ñòåïåíè î÷èñòêè
ïîëèãàëàêòóðîíàçû.

Ñïîñîá óâåëè÷èâàåò ïðîèçâîäèòåëüíîñòü î÷èñòêè, òàê êàê ïîçâîë åò çà 80 ìèíóò
ïðîâåñòè î÷èñòêó 100 ñì3 ôåðìåíòíîãî ðàñòâîðà, òîãäà êàê ïî ñïîñîáó-ïðîòîòèïó çà ýòî
âðåì  ìîæåò áûòü î÷èùåíî íå áîëåå 5-6 ñì3 òîãî æå ðàñòâîðà.

Ñïîñîá îïðîáîâàí íà ïðèìåðå ðàñòâîðîâ ôåðìåíòíîãî ïðåïàðàòà Ïåêòîôîåòèäèí Ã3õ. Â
òàáëèöå 1 ïðèâåäåíû ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå ïî èñïîëüçîâàíèþ ñïîñîáà äë 
ïîëó÷åíè  î÷èùåííîãî ïîëèãàëàêòóðîíàçíîãî ïðåïàðàòà.

Ïðèìåð 1. 1000 ñì3 ðàñòâîðà ôåðìåíòíîãî ïðåïàðàòà Ïåêòîôîåòèäèí Ã3õ (40 ã/äì3 ïî
ñóõîìó âåùåñòâó) ïðåäâàðèòåëüíî êîíöåíòðèðóþò â 5-10 ðàç ñ ïîìîùüþ
óëüòðàôèëüòðàöèè, äèàëèçóþò ïðè 4°Ñ ïðîòèâ 10 ìÌ ôîñôàòíîãî áóôåðà ñ ðÍ 6,8 è
ôèëüòðóþò ÷åðåç ìåìáðàííûé ôèëüòð 0,45 ìêì.

Ïðîáó îáúåìîì 2 ñì3 (ïî ïðîòîòèïó) ââîä ò â êîëîíêó 1,6×50 ñì (îáúåì 100,5 ñì3),
çàïîëíåííóþ ãèäðîêñèàïàòèòîì ñ çåðíåíèåì 100-250 ìêì, ïîñëå ÷åãî ïðîâîä ò
ýëþèðîâàíèå ïðè 4°Ñ ãðàäèåíòîì ôîñôàòíîãî áóôåðà ñ ðÍ 6,8 îò 10 äî 500 ìÌ çà 30

ìèíóò ñî ñêîðîñòüþ 4 ñì3/ìèí. Ïî ðåçóëüòàòàì äåòåêòèðîâàíè  ïðè 280 íì îòáèðàþò
áåëîêñîäåðæàùóþ ôðàêöèþ, êîòîðà  ýëþèðóåòñ  ïðè êîíöåíòðàöèè ôîñôàòíîãî áóôåðà,
ðàâíîé 250-300 ìÌ, äèàëèçóþò ïðîòèâ 10 ìÌ àöåòàòíîãî áóôåðà ñ ðÍ 4,0-4,5 è
ëèîôèëèçèðóþò. Ïîêàçàòåëè ïðîöåññà î÷èñòêè è õàðàêòåðèñòèêà ïðåïàðàòà ïðèâåäåíû â
òàáëèöå 1.

Ïðèìåð 2. Îïåðàöèè ïðîâîä ò àíàëîãè÷íî ï.1, ïðè ýòîì ïîñëå êîíöåíòðèðîâàíè 
óëüòðàôèëüòðàöèåé, äèàëèçà è ìèêðîôèëüòðàöèè íà ôèëüòðå 0,45 ìêì, ñ öåëüþ âòîðè÷íîãî
êîíöåíòðèðîâàíè , ïðîáó îáúåìîì 180 ñì3 ïðè ïîìîùè íàñîñà ñî ñêîðîñòüþ 4 ñì3/ìèí
ââîä ò â êîëîíêó 1,6×50 ñì (îáúåì 100,5 ñì3), çàïîëíåííóþ ãèäðîêñèàïàòèòîì ñ çåðíåíèåì
100-250 ìêì, êîëîíêó ïðîìûâàþò 100 ñì3 10 ìÌ ôîñôàòíîãî áóôåðà ñ ðÍ 6,8 è äàëåå
ïðîèçâîä ò ýëþèðîâàíèå àêòèâíûõ ôðàêöèé ëèíåéíûì ãðàäèåíòîì òîãî æå áóôåðà îò 10 äî
500 ìÌ â òå÷åíèå 30 ìèíóò ñî ñêîðîñòüþ 4 ñì3/ìèí. Ïî ðåçóëüòàòàì äåòåêòèðîâàíè  ïðè
280 íì îòáèðàþò áåëîêñîäåðæàùóþ ôðàêöèþ, êîòîðà  ýëþèðóåòñ  ïðè êîíöåíòðàöèè
ôîñôàòíîãî áóôåðà, ðàâíîé 250-300 ìÌ, äèàëèçóþò ïðîòèâ 10 ìÌ àöåòàòíîãî áóôåðà ñ ðÍ
4,0-4,5 è ëèîôèëèçèðóþò. Ïîêàçàòåëè ïðîöåññà î÷èñòêè è õàðàêòåðèñòèêà ïðåïàðàòà
ïðèâåäåíû â òàáëèöå 1.

Ïðèìåð 3. Îïåðàöèè ïðîâîä ò àíàëîãè÷íî ï.2, íî âìåñòî äèàëèçà ïåðåä ëèîôèëèçàöèåé
ïðîâîä ò ãåëü-õðîìàòîãðàôèþ: 2 ñì3 àêòèâíîé ôðàêöèè ââîä ò â êîëîíêó 1,6×50 ñì (îáúåì

100,5 ñì3), çàïîëíåííóþ TSK-ãåëåì HW-50F, ïîñëå ÷åãî ïðîâîä ò ýëþèðîâàíèå ôðàêöèé 10
ìÌ àöåòàòíûì áóôåðîì ñ ðÍ 4,0-4,5 ïðè 4°Ñ ñî ñêîðîñòüþ 1 ñì3/ìèí. Ïî ðåçóëüòàòàì
ðåôðàêòîìåòðè÷åñêîãî äåòåêòèðîâàíè  îòáèðàþò ôðàêöèè, â êîòîðûõ îïðåäåë þò
àêòèâíîñòü (ÏãÀ) è ñîäåðæàíèå áåëêà. Àêòèâíóþ ôðàêöèþ ïîäâåðãàþò ëèîôèëèçàöèè.
Ïîêàçàòåëè ïðîöåññà î÷èñòêè è õàðàêòåðèñòèêà ïðåïàðàòà ïðèâåäåíû â òàáëèöå 1.

Äàííûå òàáëèöû 1 ïîêàçûâàþò, ÷òî ïðåäëàãàåìûé ñïîñîá ïîçâîë åò óâåëè÷èòü ñòåïåíü
î÷èñòêè è âûõîä ïîëèãàëàêòóðîíàçû, à òàêæå ïðîèçâîäèòåëüíîñòü ïðîöåññà ïðè åå
ïðåïàðàòèâíîì ïîëó÷åíèè ñ èñïîëüçîâàíèåì õðîìàòîãðàôèè íà ãèäðîêñèàïàòèòå. Ñïîñîá
ïîçâîë åò òàêæå ñíèçèòü ðàçáàâëåíèå èñõîäíîãî ðàñòâîðà ôåðìåíòà, ÷òî ïîâûøàåò
òåõíîëîãè÷íîñòü ïðîöåññà î÷èñòêè.

Òàáëèöà 1

N ï/ï V, ñì3 äî
î÷èñòêè

V, ñì3 ïîñëå
î÷èñòêè

ÏãÀ,
åä/ñì 3

ÏãÀîáù,
åä

Âûõîä àêòèâíîñòè,
(%)

ÏãÀóä, åä/ìã
áåëêà

Êðàòíîñòü î÷èñòêè, n
ðàç

Ïðèìåð 1

èñõîäíûé ð-ð 2,0 - 492,0 984 - 134,8 -
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RU 2 253 676 C2

î÷èùåííûé ð-
ð

- 56,0 17,2 963 97,8 161,8 1,2

Ïðèìåð 2

èñõîäíûé ð-ð 180,0 - 492,0 88560 - 134,8 -

î÷èùåííûé ð-
ð

- 86,4 1330,3 114938 129,8 350,1 2,6

Ïðèìåð 3

ð-ð ïîñëå ï.2 2,0 - 1330,3 2660,6 - 350,1 -

î÷èùåííûé ð-
ð

- 18,6 141,3 2628,2 98,8 441,6 1,26/3,28*

* - â ÷èñëèòåëå äàíî çíà÷åíèå ïî îòíîøåíèþ ê ïðèìåðó 2, â çíàìåíàòåëå - ïî îòíîøåíèþ ê èñõîäíîìó ðàñòâîðó.

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Ñïîñîá ïîëó÷åíè  ïîëèãàëàêòóðîíàçíîãî ôåðìåíòíîãî ïðåïàðàòà, âêëþ÷àþùèé

ïðåäâàðèòåëüíîå êîíöåíòðèðîâàíèå ôåðìåíòîâ, ôðàêöèîíèðîâàíèå ôåðìåíòîâ
õðîìàòîãðàôèåé íà ãèäðîêñèàïàòèòå, î÷èñòêó àêòèâíîé ôðàêöèè è ëèîôèëèçàöèþ,
îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïåðåä ôðàêöèîíèðîâàíèåì ïðîâîä ò îáåññîëèâàíèå ôåðìåíòíîãî
ðàñòâîðà è âòîðè÷íî êîíöåíòðèðóþò ôåðìåíòû íåïîñðåäñòâåííî íà êîëîíêå, çàïîëíåííîé
ãèäðîêñèàïàòèòîì, ïóòåì ïðîïóñêàíè  ôåðìåíòíîãî ðàñòâîðà ñ îáúåìîì, ðàâíûì 1-2
îáúåìàì êîëîíêè, ïðè òåìïåðàòóðå 3-5°Ñ ñ ïîñëåäóþùåé ïðîìûâêîé êîëîíêè 10 ìÌ
ôîñôàòíûì áóôåðîì ñ ðÍ 6,0-7,0.

2. Ñïîñîá ïî ï.1, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî î÷èñòêó àêòèâíîé ôðàêöèè ïðîâîä ò äèàëèçîì
èëè ãåëü-õðîìàòîãðàôèåé íà êîëîíêå ñ TSK-ãåëåì - HW-50F.
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