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(57) 1. Способ иммобилизации на угле-
родсодержащий носитель аминсодержа-
щих биологически активных веществ
(БАВ), включающий последовательную об-

Изобретение относится к биотехноло-
гии, в частности к способам получения
иммобилизованных углеродных носителей,
которые могут быть использованы в хими-
ко-фармацевтической промышленности и
к способам получения иммобилизованных
биологически активных соединений, ис-
пользуемых в медицине, аффинной хро-
матографии

Наиболее
результату и

близким по достигаемому
техническому решению к

заявляемому является способ получения
углеродного носителя для иммобилизации
БАВ. Способ заключается в том, что окис-
ленный углеродный носитель последова-

работку носителя хлористым тионилом и
раствором аминсодержащего БАВ, о т- л
и ч а ю щ и й с я тем, что в качестве
углеродсодержащего носителя используют
окисленный углеродный материал, а по-
лученный после обработки хлористым тио-
нилом продукт обрабатывают раствором
амина или аминсодержащего БАВ при
мольном соотношении количества карбо-
ксильных групп углеродного материала,
хлористого тионила и амина или аминсо-
держащего БАВ 1:(1,5-2,5):(1-2) соот-
ветственно, при этом рН реакционной сре-
ды 7,5-8 5 поддерживают с помощью бло-
ка автоматического титрования.

2. Способ по п. 1, о т л и ч а ю щ и -
й с я тем, что обработку хлористым тио-
нилом осуществляют в течение 3-5 ч при
температуре 60-80°С.

тельно обрабатывают: парами хлористого
тионила, горячим раствором азида нат-
рия, раствором БАВ. Процесс многоста-
диен и вследствие этого - низкий выход
иммобилизованного БАВ. Кроме того, про-
ведение газофазных реакций всегда бо-
лее трудоемкий и аппаратурно сложный
процесс, чем обработка твердого носите-
ля в жидкой фазе при том же выходе
конечного продукта

Задачей, на решение которой направ-
лено изобретение, является разработка
эффективного способа иммобилизации на
углеродный носитель аминов или аминсо-
держащих биологически активных веществ
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Заявляемый способ, включающий пос-
ледовательную жидкофазную обработку
окисленного углеродного материала хло-
ристым тионилом и амином или амин-
содержащим БАВ, позволяет получить тре- 5
буемый технический результат, заключаю-
щийся в повышении эффективности спо-
соба за счет увеличения количества им-
мобилизованного БАВ при одновремен-
ном его упрощении. 10

Сущность этого способа заключается
в следующем. В качестве исходного угле-
родного материала для получения носи-
теля используют окисленные углеродные
носители (типа СКНо, СКСо, КАУо и др.). К 15
окисленным углеродным адсорбентам при-
бавляют хлористый тионил с бензолом в
качестве разбавителя реакционной мас-
сы. Мольное соотношение количества кар-
боксильных групп на угле и хлористого 20
тионила 1:(1,5-2,5). Смесь нагревают до
60~80DC в течение 3-5 ч до прекращения
выделения двуокиси серы и хлористого
водорода. По окончании реакции сорбент
отфильтровывают и промывают бензолом 25
до полного удаления остатков непрореа-
гировавшего хлористого тионила. Далее,
к раствору амина или аминсодержащего
БАВ (рН 7,5-8,5) при постоянном контро-
ле и поддержании рН среды при помощи 30
блока автоматического титрования, пор-
ционно, при постоянном перемешивании
прибавляют активированный хлористым
тионилом углеродный носитель при моль-
ном соотношении количества карбоксиль- 35
ных групп к амину или аминсодержащему
БАВ 1;(1-2).

Существенными отличительными приз-
наками заявляемого изобретения от про- 40
тотипа являются: обработка углеродного
носителя хлористым тионилом в абсолют-
ном бензоле и взаимодействие активиро-
ванного хлористым тионилом углеродного
носителя с раствором амина или амин- 45
содержащего БАВ при рН среды 7,5-8,5.
Эти признаки достаточны во всех случаях
для достижения требуемого технического
результата. Отличием способа является
также то, что обработку раствором хло- 50
ристого тионила осуществляют в течение
3-5 ч при температуре 60-80°С и моль-
ном соотношении карбоксилов окислен-
ного углеродного носителя и хлористого
тионила 1:< 1,5-2,5), а также то, что обра- 55
ботку амином или аминсодержащим БАВ
проводят при мольном соотношении коли-
чества карбоксильных групп угля к коли-
честву амина или амиисодержащего БАВ
1:0-2).

Необходимость и оптимальность вы-
шеприведенных конкретных условий по-
лучения иммобилизованного углеродного
носителя обусловлена следующими фак-
торами.

Необходимость проведения реакции
взаимодействия карбоксильных групп уг-
леродного сорбента с хлористым тиони-
лом в абсолютном бензоле обусловлена
тем, что проведение этой реакции в газо-
вой фазе более трудоемко и аппаратурно
сложно при том же выходе конечного про-
дукта. Проводя реакцию в абсолютном бен-
золе, нам необходимо меньшее, чем в
случае обработки в газовой Фазе, коли-
чество хлористого тионила. Кроме того,
удаление непрореагировавшего хлорис-
того тионила с угля раствором бензола
более эффективно, чем удаление про-
дувкой Сухим воздухом. При обработке
окисленного носителя раствором хло-
ристого тионила в бензоле происхо-
дит превращение карбоксильных групп
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е хлорангидридные (хлорацильные) с вы-
соким выходом (до 85%) последних.

В дальнейшем, при получении иммо-
билизованных БА8 на углеродном носи-
теле поверхностные хлорацильные груп-
пы на углеродном носителе реагируют при
рН 7,5-8,5 с аминогруппами БАВ (амины,
диамины, аминокислоты, белки), образуя
прочные пептидные связи. Поддержание
рН реакции на величине 7,5-8,5 необхо-
димо вследствие того, что при этом рав-
новесие реакции смещено в сторону об-
разования пептидной связи, в отличие от
реакции при рН среды больше или мень-
ше заявляемого интервала.
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Для проведения реакции не требуют-
ся дополнительные реагенты, кроме как
для поддержания постоянного рН среды
(раствор щелочи). После получения хло-
рацильных групп на поверхности угля реак-
ция иммобилизации БАВ одностадийна,
следовательно, проходит с большим вы-
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ходом, чем многостадийный процесс им-
мобилизации (по прототипу).

При обработке окисленного углерод-
ного носителя раствором хлористого тио-
нила менее 3 ч, при мольном соотноше- 5
нии количества хлористого тионала к ко-
личеству карбоксилов на носителе менее
1,5 и температуре ниже 60°С превраще-
ние карбоксильных групп в хлорацильные
происходит медленно и с низким БЫХО- 10
дом.

Обработка углеродного носителя раст-
вором хлористого тионила в течение бо-
лее 5 ч при мольном соотношении коли-
чества хлористого тионила к количеству 15
карбоксилов угля более 2,5 и температу-
ре выше 80°С не приводит к увеличению
выхода хлорангидридных групп на угле по
сравнению с оптимальным, составляющим
75-85%, и сопряжена с затратами време- 20
ни и реактивов, не приводящими к улуч-
шению свойств целевого материала.

Обработка хлорангидридсодержащего
угля при мольном соотношении количест-
ва амина или аминсодержащего БАВ к 25
карбоксильным группам носителя менее.
1,0 не обеспечивает высокого выхода им-
мобилизации вследствие недостаточности
количества иммобилизуемого амина или
аминсодержащего БАВ. ЗО

Обработка хлорангидридсодержащего
углеродного носителя при мольном соот-
ношении амина или аминсодержащего
БАВ к количеству карбоксильных групп
носителя более 2,0 не дает увеличения 35
выхода иммобилизованных БАВ по срав-
нению с оптимальными условиями, сос-
тавляя 40-50% от количества хлорациль-
ных групп на угле, и сопряжена с затра-
тами реактивов, не приводящими к улуч- 40
шению свойств целевого материала.

Эффективность способа иллюстри-
руется следующими примерами.

П р и м е р 1. Навеску 6 г окислен-
. ного углеродного сорбента с СОЕ 2,0 45

мэкв/г помещают в круглодонный реактор
с обратным холодильником. Прибавляют
30 мл бензола. В реактор, помещенный
на водяную баню, находящуюся на элект-
рической плитке, прибавляют 1,74 Мл хло- 50
ристого тионила (мольное соотношение
количества карбоксильных групп угля и
хлористого тионила 1:2). После переме-
шивания греют 4 ч при температуре 70°С.
После этого углеродный материал от- 55
фильтровывают и промывают бензолом для
удаления остатков непрореагировавшего
хлористого тионила. Промытый активиро-
ванный хлористым тионилом уголь пере-
носят в бюкс. Концентрацию хлорациль-

ных групп на угле определяют титрова-
нием и аргентометрией. Навеску 0,4 г
полученного угля с содержанием хлора-
цильных групп 1,7 мэкв/г углеродного но-
сителя постепенно вносят в раствор с
содержанием амина или аминсодержаще-
го БАВ 1,2 ммоль (соотношение -СООН
групп угля к амину или аминсодержаще-
му БАВ 1:1,5). рН среды постоянно конт-
ролируют в процессе добавления активи-
рованного носителя и поддерживают при
помощи блока автоматического титрова-
ния. После добавления последней порции
угля к раствору рН контролируют еще в
течение 2-3 ч. Процесс иммобилизации
ведут в течение 20-24 ч. Количество им-
мобилизованного амина определяли тит-
рованием аминогрупп на угле, количество
иммобилизованного белка определяли по
разности содержания белка в растворе
до и после иммобилизации. Варьируя рН
реакционной среды иммобилизации, по-
лучают образцы целевых сорбентов, при-
веденных в табл. 1.

Таким образом, из приведенных в
табл. 1 данных видно, что предлагаемый
способ иммобилизации аминов (этилен-,
диамин, фенилаланин) и аминсодержащих
БАВ {бычий сывороточный альбумин, БСА)
эффективен только в предлагаемом ин-
тервале рН иммобилизации 7,5-8,5. При
выходе рН за указанные пределы эффек-
тивность способа существенно снижается
и требуемого технического решения не
удается достичь.

П р и м е р 2. Навеску окисленного
углеродного сорбента с СОЕ 2,0 мэкв/г
обрабатывают как приведено в примере
1, т.е. помещают в круглодонный реактор
с обратным холодильником. Заливают бен-
золом. В реактор, помещенный на водя-
ную баню, находящуюся на электричес-
кой плитке, прибавляют хлористый тио-
нил. После перемешивании греют необ-
ходимое время при нужной температуре.
После этого углеродный материал от-
фильтровывают и промывают бензолом до
удаления остатков непрореагировавшего
хлористого тионила. Промытый активиро-
ванный хлористым тионилом уголь пере-
носят в бюкс. Навеску полученного сор-
бента постепенно переносят в раствор
амина или аминсодержащего БАВ. рН
среды постоянно контролируют и поддер-
живают его величину равную 8,0 при по-
мощи блока автоматического титрования.
Режимы обработки (мольное соотноше-
ние количества карбоксильных групп угля
к хлористому тионилу, время и темпера-
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туру обработки хлористым тионилом, моль-
ное соотношение количества карбоксиль-
ных групп к количеству амина или амин-
содержащего БАВ) изменяют, как описа-
но в табл. 2. В ней же приведены данные
по результатам иммобилизации амина или
аминсо'держащего БАВ на полученных об-
разцах целевого сорбента.

Как видно из табл. 2, обработка угля
хлористым тионилом в заявляемых интер-
валах: мольного соотношения карбокси-
лов к хлористому тионилу 1:( 1,5-2,5), вре-
мени обработки 3~5 чг температуре обра-
ботки 60-80°С приводит к достижению
обеспечиваемого изобретением техничес-
кого результата (повышение эффективнос-
ти иммобилизации): этилендиамина (об-
разцы № 4-12) по сравнению с прототи-
пом (образец № 35), фенилаланина (об-
разцы № 21, 24) по сравнению с прото-
типом (образец № 36), БСА (образцы №
31, 33) по сравнению с прототипом (об-
разец № 37). Уменьшение мольного соот-
ношения количества хлористого тионила к
карбоксильным группам носителя до 1:1
(меньше заявляемого интервала) приво-
дит к значительному снижению количест-
ва иммобилизованного амина (образцы №
13-15) даже при том, что остальные па-
раметры обработки находятся в заявляе-
мых интервалах.

Увеличение мольного соотношения ко-
личества хлористого тионила к карбок-
сильным группам носителя до 1:3 (боль-
ше заявляемого интервала) не приводит к
улучшению уже достигнутого результата
даже при том, что остальные параметры
обработки угля находятся в заявляемых
интервалах (образцы № 16-18).

Обработка носителя хлористым тио-
нилом в течение времени меньшего, чем
заявляемый интервал (2 ч) при том, что
остальные параметры обработки находят-
ся в заявляемом интервале, не приводит
к достижению требуемого результата (об-
разцы № 30, 32). Увеличение времени
обработки больше заявляемого интервала
(6 ч) не приводит к улучшению достигну-
того (образцы № 22, 25).

При уменьшении температуры обра-
ботки носителя хлористым тионилом мень-
ше, чем заявляемый интервал (50°С, при

том, что остальные параметры обработки
находятся в заявляемых интервалах, не
достигается требуемая эффективность им-
мобилизации (образцы № 23, 29). Увели-

5 чение температуры обработки выше заяв-
ляемого интервала (90°С) не приводит к
улучшению уже достигнутого результата
(образцы № 26, 34).

При выходе соотношения карбоксилов
10 угля к амину или аминсодержащему БАВ

за пределы заявляемого интервала не
удается достичь обеспечиваемого изоб-
ретением технического результата (образ-
цы № 1-3, 19, 20, 27, 28).

15 Таким образом, проведение иммоби-
лизации аминов или аминсодержащих БАВ
на углеродном носителе при обработке
угля хлористым тионилом в абсолютном
бензоле с мольным соотношением кар-

20 боксильных групп носителя к хлористому
тионилу 1:(1,5-2,5) в течение 3-5 ч при
60-80°С с последующей обработкой раст-
вором амина или аминсодержащего БАВ
при рН реакционной среды 7,5-8,5 и моль-

25 ном соотношении карбоксилов угля к ами-
ну или аминсодержащему БАВ 1:(1-2) поз-
воляет достичь обеспечиваемого изобре-
тением технического результата - повы-
шения эффективности способа за счет

30 увеличения количества иммобилизованно-
го амина или аминсодержащего БАВ при
одновременном его упрощении. Действи-
тельно, согласно заявляемому способу
удается иммобилизовать в 3,7 раза боль-

35 ше этилендиамина, в 2,9 раза больше
фенилаланина и в 1,7 раза больше БСА
по сравнению с прототипом. Этого удает-
ся достичь при одновременном упроще-
нии способа: обработке углеродного но-

40 сителя хлористым тионилом в абсолют-
ном бензоле, т.е. в жидкой среде, а не в
газовой фазе, минуя стадии обработки ак-
тивированного хлористым тионилом угля
раствором азида натрия и термической

45 перегруппировки в иэоцианатные группы.
Перечисленные выше достоинства спо-

соба иммобилизации позволяют получить
высокоэффективные биоспецифические уг-
леродные носители для нужд биотехноло-

50 гии, аффинной хроматографии и медици-
ны с большей эффективностью и меньши-
ми затратами реактивов и ресурсов.
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Т а б л и ц а 1

№
образца

1
2
3
4
5

рН
среды

7,0
7,5
8.0
8,5
9,0

Этилендиамин,
мг/г

6,0
30,6
40,8
32,4
7.2

Фениланин,
мг/г

11,1
55.1
75.9
59,4
13,2

БСА,
мг/г

40
70
75
65
45

№
образца

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

(прототип)
36

(прототип)
37

(прототип)

Мольное
соотно-
шение

- СООН: - CI

1:2,0
_**
—'•-

1:1,5

_ в _
1:2,0

1:2,5
и

1:1,0

1:3.0

1:1,6
ч

1:2,0
1:2,5

1:2.0
1:2.5

1:1,5

1:2,5
f t

1:10

1:10

1:10

Вре-
мя, ч

3
4
5
3
4
5
3
4
5
3
4

. 5
3
4
5
3
4
5
4
6
4
6
5

.4
6
3
5

2
4
2
4
3

1,5
t f

— • * —

Темпе-
ратура,

Of*

80
'

n

f t

_ " _

_ " _

_ " _

_ " _

n

n

- " _

_ " _

60
_ • * _

50
60

_••_
90
50
70
50
70
70
70 *
70
90
100

100

100

Иммоби-
лизован-

ное
вещество

Этилендиамин
_ • • _

\ш

n

_ " _

_ « _

_ " _

_ " _

. — " —

*•

_ " _

_ " —

— И —

_ " _

It

«

Фенилаланин
_ • • _

_ • • _

_ « „

м

БСА

«

_"_
Этилендиамин

Фенил ал анин

БСА

Т а

Мольное
соотно-
шение

- СООН: - NH2

0,8:2,5
—'*—

••
1:1,0

—п—
••
н

ч

_ " _

_ " -

- " -

- " —

- " -

- " -

0,8:2,5
_ * • _

1:2
•t

п

* * _

«I

0,8:2,5

1:1,5
я _

„'•-

- " -
я__

•

б л и ц а 2

. Кол-во
иммобили-
зованного

вещества,
мг/г
28,6
29,1
29.5
31,6
33.7
35,7
35.7
37,7
39,8
39,8
41,8
43,9
19,4
20,4
24,4
39,8
40,8
38.8
57,2
58,4
62,7
66,0
30,2
69.3
72,6
65.2
43
45
42
40
65
50
75
70

12,0

24,8

45
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