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(57) Abstract: 
FIELD: chemistry.
SUBSTANCE: present invention pertains to

protein chromatography, and can be used for
purifying and fractionating enzymes using an
adsorbent - hydroxyapatite, which is obtained

from brushite through treatment with sodium
hydroxide at room temperature with subsequent
extraction.

EFFECT: invention simplifies the process and
increases the sorption capacity of the end product.
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Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê îáëàñòè õðîìàòîãðàôèè áåëêîâ, ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî â
áèîòåõíîëîãèè äë  î÷èñòêè è ôðàêöèîíèðîâàíè  ôåðìåíòîâ è êàñàåòñ  ñïîñîáà ïîëó÷åíè 
àäñîðáåíòà - ãèäðîêñèàïàòèò.

Èçâåñòåí ñïîñîá ïîëó÷åíè  ãèäðîêñèàïàòèòà (RU 2209665, ÌÏÊ B01J 20/04, îïóáë.
10.08.2003), âûáðàííûé çà ïðîòîòèï, âêëþ÷àþùèé ñòàäèþ ïîëó÷åíè  áðóøèòà (ÑàÍÐÎ4),
åãî ôèëüòðîâàíèå, ïðîìûâêó äâóì  ëèòðàìè âîäû, îáðàáîòêó ñóñïåíçèè áðóøèòà â 500 ìë
âîäû 100 ìë 50%-íîãî NaOH ïðè êèï ÷åíèè â òå÷åíèå 2 ÷àñîâ. Ïðè ýòîì äë  ïîëó÷åíè 
áðóøèòà èñïîëüçóþò êàðáîíàò êàëüöè , êîòîðûé îáðàáàòûâàåòñ  èçáûòêîì
äèãèäðîôîñôàòà íàòðè  (êàëè ) ïðè ðÍ 1.0-4.0 è òåìïåðàòóðå 100°Ñ.

Íåäîñòàòêîì äàííîãî ñïîñîáà  âë åòñ  íèçêà  ñîðáöèîííà  åìêîñòü ãèäðîêñèàïàòèòà,
÷òî çàòðóäí åò åãî èñïîëüçîâàíèå â ïðåïàðàòèâíîé õðîìàòîãðàôèè è äë  î÷èñòêè áåëêîâ.

Òåõíè÷åñêèì ðåçóëüòàòîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  óâåëè÷åíèå ñîðáöèîííîé
åìêîñòè öåëåâîãî ïðîäóêòà è óïðîùåíèå ñïîñîáà åãî ïîëó÷åíè .

Òåõíè÷åñêèé ðåçóëüòàò äîñòèãàåòñ  òåì, ÷òî äë  óâåëè÷åíè  ñîðáöèîííîé åìêîñòè
ãèäðîêñèàïàòèòà áðóøèò ïîëó÷àþò èç êàðáîíàòà êàëüöè  ïóòåì îáðàáîòêè ðàñòâîðîì
îðòîôîñôîðíîé êèñëîòû ïðè ðÍ îêîëî 1,0 è êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ïîëó÷åíèå
ãèäðîêñèàïàòèòà îñóùåñòâë þò ïîñðåäñòâîì îáðàáîòêè áðóøèòà ùåëî÷üþ ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå.

Ñïîñîá îñóùåñòâë åòñ  ñëåäóþùèì îáðàçîì.
Ïîëó÷åíèå áðóøèòà ïðîâîä ò ñîãëàñíî ðåàêöèè 1:

Ê ðàñòâîðó îðòîôîñôîðíîé êèñëîòû ñ ðÍ îêîëî 1.0 íåáîëüøèìè ïîðöè ìè ïðè
ìåäëåííîì ïåðåìåøèâàíèè äîáàâë þò êàðáîíàò êàëüöè . Ïîñëå ýòîãî ñóñïåíçèþ
îñòàâë þò íà íåñêîëüêî ÷àñîâ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå 20-25°Ñ äë  çàâåðøåíè 
ðåàêöèè. Âûäåë þùèéñ  óãëåêèñëûé ãàç âûçûâàåò ñàìîïðîèçâîëüíîå ïåðåìåøèâàíèå
ñóñïåíçèè, ÷òî ñíèæàåò âåðî òíîñòü èñòèðàíè  ÷àñòèö â ðåçóëüòàòå ïðèíóäèòåëüíîãî
ïåðåìåøèâàíè . Îáðàçîâàíèå áðóøèòà ïðîèñõîäèò íà ïîâåðõíîñòè òâåðäûõ ÷àñòèö
êàðáîíàòà êàëüöè , ÷òî ñïîñîáñòâóåò ïîëó÷åíèþ áîëåå êðóïíûõ ôðàêöèé áðóøèòà. Ïîñëå
ïðåêðàùåíè  âûäåëåíè  ïóçûðüêîâ CO2 è äîñòèæåíè  ðÍ ðàñòâîðà ïðèìåðíî îò 3.5 äî
4.0 ñóñïåíçèþ íåéòðàëèçóþò äî ðÍ 6.8-7.2 äîáàâëåíèåì ðàñòâîðà ùåëî÷è. Áðóøèò
îòôèëüòðîâûâàþò, ïðîìûâàþò íà ôèëüòðå 2 ë âîäû è îáðàáàòûâàþò ãèäðîêñèäîì íàòðè 
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå 20-25°Ñ äë  ïîëó÷åíè  ãèäðîêñèàïàòèòà.

Ñîðáöèîííóþ åìêîñòü öåëåâîãî ïðîäóêòà (ìã/ã) îïðåäåë þò ïî ñâ çûâàíèþ áû÷üåãî
ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (ÁÑÀ) â ðàñòâîðå ñ ðÍ 6.0 ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.
Êîíöåíòðàöèþ ÁÑÀ îïðåäåë þò ïî ïîãëîùåíèþ ðàñòâîðà ïðè λ=280 íì.

Ïðèìåð 1 (ïðîòîòèï). Ê 100 ã ÑàÑÎ3 ïðèëèâàþò 1 ë 2 Ì ðàñòâîðà NaH2ÐÎ4, äîáàâëåíèåì
îðòîôîñôîðíîé êèñëîòû óñòàíàâëèâàþò ðÍ ðàñòâîðà îêîëî 1.0 è ïîìåùàþò ñóñïåíçèþ â
êèï ùóþ âîä íóþ áàíþ. Äë  ïîääåðæàíè  ðÍ 1.0 â ñóñïåíçèþ ïåðèîäè÷åñêè äîáàâë þò
75%-íóþ îðòîôîñôîðíóþ êèñëîòó. Ïîñëå ïðåêðàùåíè  âûäåëåíè  ïóçûðüêîâ ÑÎ2

ñóñïåíçèþ íåéòðàëèçóþò äî ðÍ 6.8-7.2 äîáàâëåíèåì 50%-íîãî NaOH è äàþò îñòûòü äî
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðû. Áðóøèò îòôèëüòðîâûâàþò, ïðîìûâàþò íà ôèëüòðå 2 ë âîäû è
ñóñïåíäèðóþò â 500 ìë âîäû, ïîñëå ÷åãî äîáàâë þò 100 ìë 50%-íîãî NaOH è ïîìåùàþò â
êèï ùóþ âîä íóþ áàíþ, ïåðèîäè÷åñêè ïåðåìåøèâà  ñóñïåíçèþ. Ïî èñòå÷åíèè 2 ÷àñîâ
ãèäðîêñèàïàòèò îòôèëüòðîâûâàþò è ïðîìûâàþò íà ôèëüòðå âîäîé äî íåéòðàëüíîé ðåàêöèè
ôèëüòðàòà. Ñîðáöèîííà  åìêîñòü ãèäðîêñèàïàòèòà ñîñòàâë åò 22-26 ìã/ã.

Ïðèìåð 2. Ê 1 ë ðàñòâîðà ñ ðÍ îêîëî 1.0, ñîäåðæàùåãî ïðåèìóùåñòâåííî 98 ã
îðòîôîñôîðíîé êèñëîòû, äîáàâë þò íåáîëüøèìè ïîðöè ìè ïðè ìåäëåííîì
ïåðåìåøèâàíèè 100 ã ÑàÑÎ3. Ïîñëå ýòîãî ñóñïåíçèþ îñòàâë þò íà íåñêîëüêî ÷àñîâ ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå 22.5°Ñ äë  çàâåðøåíè  ðåàêöèè. Ïîñëå ïðåêðàùåíè  âûäåëåíè 
ïóçûðüêîâ ÑÎ2 è äîñòèæåíè  ðÍ ðàñòâîðà ïðèìåðíî îò 3.5 äî 4.0 ñóñïåíçèþ íåéòðàëèçóþò
äî ðÍ 6,8-7,2 äîáàâëåíèåì 50%-íîãî NaOH. Áðóøèò îòôèëüòðîâûâàþò, ïðîìûâàþò íà
ôèëüòðå 2 ë âîäû è ñóñïåíäèðóþò â 500 ìë âîäû, ïîñëå ÷åãî äîáàâë þò 100 ìë 50%-íîãî
NaOH è âûäåðæèâàþò 1 ÷àñ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå 22.5°Ñ. Â ñëó÷àå êðèñòàëëèçàöèè
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ñóñïåíçèè åå ïîäâåðãàþò ñëàáîìó íàãðåâó (äî 40°Ñ) èëè äîáàâë þò ðàâíûé îáúåì âîäû.
Ãèäðîêñèàïàòèò îòôèëüòðîâûâàþò è ïðîìûâàþò íà ôèëüòðå âîäîé äî íåéòðàëüíîé ðåàêöèè
ôèëüòðàòà. Ñîðáöèîííà  åìêîñòü ãèäðîêñèàïàòèòà ñîñòàâë åò 34-37 ìã/ã.

Òàêèì îáðàçîì, ïðåäëàãàåìûé ñïîñîá ïîçâîë åò óâåëè÷èòü ñîðáöèîííóþ åìêîñòü
öåëåâîãî ïðîäóêòà ïî ñðàâíåíèþ ïðîòîòèïîì, à òàêæå óïðîñòèòü ïðîöåññ ïîëó÷åíè 
ãèäðîêñèàïàòèòà çà ñ÷åò èñêëþ÷åíè  îïåðàöèè êèï ÷åíè .

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Ñïîñîá ïîëó÷åíè  àäñîðáåíòà äë  î÷èñòêè áåëêîâ, âêëþ÷àþùèé ïîëó÷åíèå áðóøèòà,

åãî íåéòðàëèçàöèþ ðàñòâîðîì ùåëî÷è, ôèëüòðîâàíèå, ïðîìûâêó è îáðàáîòêó ñóñïåíçèè
ùåëî÷üþ äë  ïîëó÷åíè  ãèäðîêñèàïàòèòà, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî áðóøèò ïîëó÷àþò èç
êàðáîíàòà êàëüöè  è ðàñòâîðà îðòîôîñôîðíîé êèñëîòû ïðè ðÍ îêîëî 1,0 è ïðè
ñòåõèîìåòðè÷åñêèì ìîëüíîì ñîîòíîøåíèè 1:1 ïóòåì ïîñëåäîâàòåëüíîãî äîáàâëåíè 
ðàññ÷èòàííîãî êîëè÷åñòâà êàðáîíàòà êàëüöè  ê ðàñòâîðó êèñëîòû ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå 20-25°Ñ è ñàìîïðîèçâîëüíîì ïåðåìåøèâàíèè, äë  ïîëó÷åíè 
ãèäðîêñèàïàòèòà áðóøèò îáðàáàòûâàþò ãèäðîêñèäîì íàòðè  ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå
20-25°C ñ ïîñëåäóþùåé âûäåðæêîé â òå÷åíèå ÷àñà.

2. Ñïîñîá ïî ï.1, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïðè êðèñòàëëèçàöèè ñóñïåíçèè
ãèäðîêñèàïàòèòà åå íàãðåâàþò äî òåìïåðàòóðû íå áîëåå 40°Ñ èëè ñìåøèâàþò ñ ðàâíûì
êîëè÷åñòâîì âîäû.
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