ОСНОВЫ ТЕХНОЛОГИИ ВЫДЕЛЕНИЯ, КОНЦЕНТРИРОВАНИЯ И ОЧИСТКИ ФЕРМЕНТНЫХ ПРЕПАРАТОВ

Целью данных технологических стадий является: выделение ферментов с достаточной степенью чистоты и активностью. Основная сложность при проведении этих стадий состоит в том, что ферменты не выдерживают даже незначительных изменений внешних условий (температуры, рН среды и т.п.). Поэтому все операции по выделению и очистке стараются проводить в ''мягких" условиях, по возможности быстро и с добавлением специальных веществ, стабилизирующих активность ферментов.
Поскольку исходные растворы ферментов характеризуются очень низким содержанием фермента, то первой стадией выделения является их концентрирование. Для этого используют несколько методов.
1. Выпаривание под вакуумом. Его стараются проводить в нейтральной среде, поскольку в сильнокислых или сильнощелочных растворах активность фермента начинает падать при нагревании раствора выше 350С. В нейтральной среде такое же падение активности наблюдается при температурах выше 500С Было также установлено, что выпаривание неочищенных растворов сопровождается меньшими потерями активности фермента. По всей вероятности, это связано с тем, что посторонние примеси играют роль стабилизаторов ферментов. Иногда с целью сохранения активности ферментов к выпариваемому раствору добавляют белки – стабилизаторы: альбумин, казеин. В качестве стабилизаторов можно использовать и соли: хлориды кальция и натрия, ацетат кальция.
2.Ультраофильтрация. Этот метод по сравнению с выпариванием имеет ряд преимуществ. Во-первых, он проводится при комнатной температуре. Во-вторых, он позволяет не только сконцентрировать исходный раствор, но и очистить его от низкомолекулярных примесей. Сущность процесса ультрафильтрации состоит в том, что раствор пропускают через полимерную мем​брану, имеющую поры определенного диаметра. Такие поры способны пропускать только вещества с небольшой молекулярной массой (воду, соли, аминокислоты и т.п.). При этом высокомолекулярные соединения, в том числе  и ферменты, остаются над мембраной, не проникая через ее поры. Для повышения эффективности ультрафильтрационной очистки применяют метод диафильтрации. Его сущность состоит в том,  что сконцентрированный с помощью ультрафильтрации раствор разбавляют в два раза водой и снова концентрируют ультрафильтрацией до прежнего объема. Данную операцию повторяют 4-5 раз. Таким образом, достигается практически полная очистка фермента от низкомолекулярных примесей. Активность ферментного раствора при этом увеличивается в 250-300 раз.
Недостатком метода ультрафильтрации является то, что при работе мембраны ее поры постепенно забиваются высокомолекулярными примесями, на ее поверхности развивается посторонняя микрофлора и скорость ультрафильтрации резко падает. Это требует периодического проведения операции промывки материала мембраны специальными растворами.
3. Метод высаливания. Он основан на уменьшении растворимости белков в солевых растворах. Для этой цели чаще всего используют сульфат аммония из-за его хорошей растворимости и низкой стоимости.
Тот же эффект высаливания наблюдается и при использовании сульфата натрия. Однако он достаточно хорошо растворим только при температурах 35-400С, что может привести к потере активности ферментов.
Для высаливания необходимо брать соль в виде насыщенного раствора, либо в виде тонкоизмельченного порошка. Время образования осадка белков при высали​вании фермента колеблется в пределах 0,5-12 ч. Время высаливания и количество соли зависят от концентрации исходного раствора. Соответственно, чем она выше, тем меньше количество соли и время осаждения. Например, для получения 1 кг ферментного препарата из 2%-го раствора требуется 45-50 кг соли, а из 30%-го -всего 1,4-1,6 кг.
В полученных осадках белка содержится 60-80% примесей, из которых 30-40% составляет соль. Повторное использование операций растворение-осаждение дает возможность получать высокоочищенные ферментные препараты для медицинских целей.
Для осаждения ферментов вместо соли иногда используют органические растворители, изопропанол, метанол, этанол, ацетон. Осаждение органическим растворителем проводят на холоду при температуре 4-6°С. Органические растворители не только вызывают осаждение фермента, но и обладают водоотнимающим действием, что облегчает дальнейшую сушку продукта.
4. Метод ионного обмена. Применение этого метода возможно благода​ря тому, что молекулы большинства ферментов имеют функциональные группы кислотного или основного характера (-COOH, NH2), которые взаимодействуют с ионообменными смолами. Потери фермента на этой стадии не превышают 15%. Этот метод используется для получения высокоочищенных ферментных препаратов.
Еще большей степени очистки можно достичь, применяя следующие методы

5.Диализ - процесс диффузии молекул через мембрану. При этом через мембрану удаляются соли и ниизкомолекулярные продукты, а их место в исходном растворе занимает вода. Хотя исходный раствор фермента при этом разбавляется, он становится более очищенным.
6.Гельфильтращия. Метод основан на использовании твердых пористых материалов (стекло, полиакриламид и т.д.). Очищаемый раствор пропускают через колонну, заполненную таким материалом. При этом маленькие молекулы легко проникают через поры и за счет этого движутся по колонне практически прямо, в результате чего быстро проходят весь путь сверху донизу колонны. Большие молекулы фермента не могут проникнуть в поры, поэтому вынуждены обходить гранулы пористого материла, что увеличивает их путь по колонне. Поэтому' молекулы фермента выходят с колонны позже. Собирая разные фракции, выходящие с колонны в разное время, можно собрать фракцию, содержащую практически чистый фермент.

7. Вымораживание. Метод основам на частичном замораживании раствора ферментного препарата. Образующиеся кристаллы льда отделяют сепарированием,  а фермент при этом концентрируется в незамерзшей фазе раствора.
8. Электрофорез. Метод основан на том, что при пропускании через раствор электрического тока, разноименно заряженные ионы отходят к разным электродам (положительные - к катоду, отрицательные - к аноду). В результате молекулы фермента собираются вблизи одного из электродов и таким образом отделяются от остальной части раствора. Метод длительный и используется обычно только в лабораторных условиях.
Завершающей стадией в технологии выделения ферментных препаратов является сушка и стандартизация продукта.

Высушиванию подвергают водные экстракты, культуральные жидкости при получении препаратов группы 3-х, концентраты после выпаривания или ультрафильтрации при получении препаратов группы 30х, а также осадки активного белка, получаемые при использовании методов высаливания и осаждения из органических растворителей.

Водные растворы высушивают в распылительных сушилках. При этом:

1)
желательно иметь содержание сухих веществ в
растворе 20-22%, чего и добиваются на стадиях выпаривания или ультрафильтрации;
2)
температура воздуха на. входе в сушилку
должна быть, не выше 130°С, а на выходе 50-70°С ;
3)
время сушки  не должно превышать нескольких секунд, иначе произойдет потеря активности фермента,

4)
для предотвращения слипания частиц высушиваемого фермента к  исходному раствору перед сушкой необходимо добавлять стабилизатор обычно в количестве не менее 100% от массы фермента. В качестве наполнителей чаще всего используют хлорид натрия или сульфат магния.

Потери активности фермента без использования на​полнителя составляют 20-30%. с использованием - 5-6%. После сушки препарат не должен содержать более 6-8% влаги. Тогда он может храниться в течение 1 года без потерь активности.

Если ферментный препарат получают в виде осадка,  то его влажность достигает 70-80%. Сушку в этом слу​чае проводят под вакуумом при температуре 50-600С. Процесс сушки занимает 14-16 ч. Исходный препарат загружают на поддоны слоем 1.0-1.5 см и устанавливают на обогреваемые плиты внутри герметичной камеры, из которой специальным вакуум-насосом откачивают пары воды, растворителя и воздух.

Высушенный ферментный препарат подвергнет стандартизации, т е. доведению его активности до некой стандартной.

Для осуществления этой операции к полученным обрезцам препарата добавляют различного рода наполнители: крахмал, лактозу, хлорид натрия. Препарат и наполнитель тщательно перемешивают течение 30 мин. После этого готовый препарат направляют на упаковку
