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Оригинальные исследования
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Работа посвящена иммобилизации тиаминкиназы (КФ 2.7.6.2) из печени свиньи микрокапсулированием в полу-
проницаемые мембраны, выяснению поведения и устойчивости белка в их составе. Параллельно, методом субли-
мации, осуществлена лиофилизация фермента. Показано, что микрокапсулированный белок функционирует в ки-
нетически-диффузионном режиме, что влияет на ход кинетических кривых и значения получаемых эффективных 
констант. При включении фермента в гидрофобные микрокапсулы, на основе бутадиенового каучука, отклонения 
констант находятся в пределах допустимых расчетных величин, - при включении в гидрофильные, на основе ни-
трата целлюлозы, - они значительны. Иммобилизация тиаминкиназы резко повышает ее стабильность и термо-
устойчивость. В первую очередь это касается препаратов фермента, включенных в гидрофобный носитель. Ги-
дрофильные взаимодействия не столь эффективны. Наиболее высокая стабилизация достигается лиофилизацией 
тиаминкиназы. 
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В отличие от других методов иммобилизации фер-
ментов, таких как включение в гель, адсорбционное 
или ковалентное  присоединение к носителям, при 
микрокапсулировании главным является удержание 
раствора, окружающего фермент, а не создание физи-
ческих или химических  сил, необходимых для иммо-
билизации. Иммобилизуется целиком исходный рас-
твор, содержащий фермент, а не отдельные молекулы 
фермента [3, 5]. При микрокапсулировании можно 
использовать и искусственные клетки с мембранами, 
подобными мембранам природных клеток. С помо-
щью мембран осуществляется контроль размеров мо-
лекул, проникающих внутрь клетки или выходящих 
из неё. Большие молекулы, такие как ферменты  или 
белки, удерживаются внутри микрокапсулы, тогда 
как малые молекулы субстрата и продукта могут сво-
бодно диффундировать через синтетическую мем-
брану. Одним из преимуществ микрокапсулирования 
перед равномерным включением фермента, например 
в гель, является большая площадь поверхности, при-
ходящаяся на единицу активности иммобилизован-
ного фермента, что позволяет использовать высокие 
концентрации его в исходном растворе и достигать 
высокой эффективности действия иммобилизован-
ного белка [4, 6]. Поскольку присутствие в растворе 
фермента не влияет на процесс образования мембран, 
можно одновременно подвергать микрокапсулирова-
нию различные белки, клетки или биомолекулы, что  
позволяет осуществлять многостадийные реакции.

В качестве перспективного биокатализатора меди-
цинского назначения выступает фермент тиаминки-
наза (КФ 2.7.6.2) [9], катализирующая одноэтапный 
перенос  пирофосфатной группировки от молекулы 
АТФ на тиамин:

 
АТФ   +  тиамин                         тиаминпирофосфат  +  АМФ

с получением тиаминпирофосфата (кокарбоксилазы), 
коферментной формы витамина В1. Тиаминкиназа 
неустойчива при хранении. Очень низкую стабиль-
ность обычно имеют аллостерические ферменты, 
обладающие четвертичной структурой со слабо свя-
занными субъединицами, легко диссоциирующими 
и подвергающимися быстрым необратимым изме-
нениям после диссоциации [2]. Тиаминкиназа отно-
сится к классу  диссоциирующих ферментов [9]. На-

рушение четвертичной структуры фермента зависит 
от его концентрации в растворе, рН, ионной силы 
раствора, влияния субстратов и эффекторов. При 
этом большая устойчивость свойственна фермен-
ту из более низких по организации организмов [11].

Возможность использования высокоочищенных 
препаратов тиаминкиназы из прокариотических кле-
ток, клеток грибов, простейших сегодня ставится под 
сомнение из-за низкой конечной активности. Так, 
удельная активность препарата фермента из пив-
ных дрожжей уступает удельной активности такого 
же препарата из печени почти на порядок [1]. Таким 
образом, стабилизация лабильной глобулы белка из 
животных тканей, включением её в микрокапсулы, 
в мягких условиях, может оказаться более перспек-
тивной, чем аналогичная процедура предпринятого 
нами ранее включения более устойчивого, но менее 
активного фермента из пивных дрожжей в струк-
туру жёсткого носителя – альгината кальция  [10].

Задача настоящей работы – разработка путей ми-
крокапсулирования и лиофилизации тиаминкиназы, 
выяснение устойчивости и термостабильности иммо-
билизованного фермента, поведения в составе полу-
проницаемых мембран.

Материалы и методы
Гомогенный белок из печени свиньи выделяли 

методом, разработанным ранее для тиаминкиназы из 
печени крыс  [1]. На конечном этапе выход фермен-
та составлял 12-15%, средняя степень очистки 3120 
раз при удельной активности 2,16 Е. Полученный 
препарат по активности намного превышает  ана-
логичные препараты, выделенные ранее из сердца 
(0,5 Е)  [12],  мозга свиньи (0,1 Е) [14], листьев пе-
трушки (0,083 Е) [13], пивных дрожжей (0,5 Е) [9]  и 
сопоставим с ферментом из печени крыс (2 Е)  [1].

Высокоочищенная тиаминкиназа нестабильна 
при хранении – активность оставалась без изменения 
не более 3 суток при температуре 4-5˚С. Фермент на 
стадии  ионообменной хроматографии сохранял свою 
активность более недели.

При исследовании гомогенности тиаминкина-
зы методом электрофореза в 7-ном полиакриламид-
ном геле обнаруживаются 2 симметричные  поло-
сы, расположенные близко друг от друга. Поэтому 
раздельно они не анализировались. Характерно, что 
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при обработке тиаминкиназы додецилсульфатом 
натрия на электрофореграмме  детектируется одна 
белковая полоса. Это свидетельствует о принадлеж-
ности обеих полос одному ферменту. Кроме того,  
удельная активность  элюированного с геля фер-
мента равна удельной активности белка централь-
ных  фракций после очистки на конечном этапе на 
сефадексе G-200. Не исключено, что незначительная 
гетерогенность тиаминкиназы при электрофорезе в 
полиакриламидном геле обусловлена наличием мно-
жественных молекулярных форм, как это было пока-
зано нами для тиаминкиназы из пивных дрожжей [ 9].

Микрокапсулирование: в литературе описано 
несколько методов микрокапсулирования для фер-
ментных систем [2, 5, 8], однако чаще всего исполь-
зуют  коацервацию, как более щадящий метод. Коа-
цервация включает фазовое разделение коллоидных 
частиц полимера, которые ассоциированы вокруг 
маленьких водных капель и затем образуют непре-
рывную  мембрану при их коалесценции. Так как при 
коацервации не происходит  химических реакций, 
её можно применять для инкапсулирования мно-
гих биохимических препаратов и получения  очень 
тонких мембран. Типичными полимерами для коа-
цервации являются нитрат целлюлозы, ацетат цел-
люлозы и бутадиеновый каучук [4, 6]. Микрокапсули-
рование тиаминкиназы включало следующие этапы:

1. Растворение  фермента в буферном растворе, 
содержащем   для защиты  глобулы белка от денату-
рации альбумин.

2. Приготовление органической фазы, содержа-
щей небольшое количество эмульгирующего агента. 
При этом органическая фаза не должна смешиваться 
с водой. В качестве  фазы нами использовался цикло-
гексан.

3. Добавление водного раствора тиаминкиназы 
к органической фазе с перемешиванием в течение 
определённого времени при заданной скорости вра-
щения мешалки. Скорость перемешивания определя-
ет размер микрокапсул.

4. Добавление к полученной двухфазной смеси 
второго органического раствора. Этот раствор содер-
жит полимер и органический растворитель – цикло-
гексан. При внесении второго органического раствора 
осуществляется образование мелкого коллоида, вы-
званное разбавлением органического растворителя.

5. Упаривание растворителя из органической 
фазы. При этом происходит дальнейшее формирова-
ние микрокапсул и уплотнение мембран. Их толщина 
зависит от количества полимера, добавленного к ор-
ганической фазе, и времени преципитации.

6. Выделение маленьких микрокапсул из органи-
ческой фазы седиментацией или центрифугировани-
ем и промывка буферным раствором, содержащим 
твин 20.

Концентрации веществ и времена протекания 
процессов являются существенным фактором для 
эффективного микрокапсулирования. Методика по-
лучения микрокапсулированной тиаминкиназы  при-
ведена ниже.

Микрокапсулирование тиаминкиназы бутадиено-
вым каучуком:

1. Готовим следующие 4 смеси:
Смесь А: 2,60 г Спан 85 и 25 мл циклогексана;
Смесь Б: 1,0 мл раствора тиаминкиназы (50 

мкг.2,16 Е) в 50 мМ фосфатном буфере рН 7.0.Смесь 
В: 0,1 г бутадиенового каучука в 50 мл циклогексана 
(перемешиваем в течение 1-2 часов до полного рас-

творения).
Смесь Г: 15 мл циклогексана и 10 мл льняного 

масла.
2. В условиях непрерывного перемешивания до-

бавляем смесь  А к смеси Б.
3. Не прекращая перемешивания, вносим смесь В.
4. При постоянной, прежде заданной скорости 

вращения мешалки, добавляем смесь Г.
5. Не прекращая перемешивания, создаём в си-

стеме микрокапсулирования вакуум не более 26 мм 
рт. ст. для упаривания циклогексана. Упаривание не 
стоит вести слишком быстро, иначе вместо водных 
микросфер образуются полимерные частицы.

6. Центрифугируем масляную фазу, содержащую 
микрокапсулы, и удаляем супернатант (масло). До-
бавляем к осадку 15 мл фосфатного буфера рН 7.0, 
ресуспендируем частицы и снова центрифугируем. 
После удаления супернатанта процедуру промывки 
повторяем ещё несколько раз.

7. Хорошо отмытые микрокапсулы ресуспендиру-
ем в 50 мМ фосфатном буфере рН 7.0, содержащем 
0,1% твин 20, для предотвращения их агрегации.

Сформированные микрокапсулы из бутадиено-
вого каучука с иммобилизованной тиаминкиназой 
представлены на рис. 1.

В аналогичных условиях проведено микро-
капсулирование тиаминкиназы в мембрану из 
нитрата целлюлозы. Одновременно с микро-
капсулированными препаратами на установке для су-
блимационной сушки при  температуре -35˚С и давлении  
5⋅10-2Па получены  лиофилизированные препара-
ты фермента, хорошо растворимые в водной среде.

Результаты и обсуждение
Проведенные нами исследования показали, что 

кинетические характеристики включённого в мем-
брану фермента по ряду параметров существен-
но отличаются от таковых для нативного белка  
(табл. 1). В первую очередь это касается параме-
тров констант Михаэлиса и максимальных скоро-
стей ферментативной реакции. Их значения, как и 
значения каталитических констант, как правило, 
всегда используются при анализе ферментативных 
процессов в рамках уравнения Михаэлиса-Ментен:

Рисунок 1. – Тиаминкиназа, микрокапсулированная  
в мембрану (маленькие микрокапсулы находятся  

внутри большой)

где [E]0 и [S]0 – концентрации фермента и субстра-
та в системе, соответственно; kkat – каталитическая 
константа ферментативной реакции; Km(каж) – опре-
деляемое эффективное (кажущееся) значение кон-
станты Михаэлиса.



35            Журнал    Гродненского   государственного  медицинского  университета  № 4,    2015 г.   

Оригинальные исследования

Параметр Km(каж) служит характеристикой 
сродства фермента к субстрату и, следовательно, яв-
ляется мерой той концентрации субстрата, которая 
необходима для насыщения фермента. При катали-
зе иммобилизованными ферментами концентрация 
субстрата вблизи фермента (локальная) может отли-
чаться от концентрации субстрата во всём объёме си-
стемы. В этом случае наблюдаемая в опыте Km(каж) 
должна зависеть от распределения субстрата между 
свободным раствором и средой микрокапсулы, в ко-
торой сосредоточен фермент. Что касается параме-
тра kkat, то он характеризует реакционную способ-
ность уже образовавшегося фермент-субстратного 
комплекса, поэтому не зависит от распределения 
субстрата в системе, а определяется состоянием, в 
первую очередь конформацией самого фермента.

Таким образом, все кинетические эффекты, 
наблюдаемые при катализе иммобилизованны-
ми ферментами, можно разделить на две груп-
пы. К первой из них относятся эффекты, связан-
ные с влиянием иммобилизации на состояние 
(конформацию) фермента, а ко второй – эффекты, 
обусловленные распределением реагентов в си-
стеме (т. е. диффузией реагентов через мембрану).

Совмещение спектрофотометрических кривых 
поглощения нативной и иммобилизованной тиа-
минкиназы при длинах волн 260 и 280 нм, а  также 
близость каталитических констант (kkat) свободного 
и включённого в микрокапсулы фермента (табл. 1) 
свидетельствует об отсутствии каких-либо заметных 
конформационных изменений в структуре белка, вы-
званных включением  его в полимерные капсулы.  

Параметры
Натив- 

ный 
фермент

Иммобили- 
зованный  

в мембрану из 
бутадиенового  

каучука

Иммобили 
зованный в 

мембрану из 
нитрата  

целлюлозы

Лиофилизи-
рованный  
фермент

Активность, 
нмоль  ч–1· 
мг–1

2047 930 568 1861

Кm для 
тиамина  
10-6, М

5,6 8,9 14,4 6,0

Кm для 
комплекса
Mg АТФ2– 10-

3, М

1,2 1,5 2,0 1,3

Ks для 
Mg2+·10-4 М 4,8 9,7 12,6 5,1

Vmax, M·c-1 3,01 2,17 1,54 2,76
kkat,10-1·c-1

0,92 0,89 0,84 0,90

Ki для 
пиритиамина 
·10-6, M

3,0 3,5 3,6 3,1

Ki для 
окситиамина 
·102, M

1,0 1,2 1,8 1,0

Оптимум pH 8,4-9,0 7,6-9,0 4,5-9,0 8,2-9,0
Линейность от 
времени, ч 2 2,5 3 2,2

В то же время значительное (в 2,0 -2,5 раза) уве-
личение определяемых в эксперименте эффективных 
констант Михаэлиса может быть указанием на повы-

Таблица 1. – Сравнение характеристик и кинетиче-
ских параметров нативной, иммобилизованной и ли-
офилизированной тиаминкиназы из печени свиньи: 
37˚С, 10 мМ трис-HCl буфер рН 8,6

шенное «сопротивление» субстрата к массопереносу 
внутрь полимерного носителя, обусловленное либо 
собственно носителем, либо пограничными его сло-
ями.

Если молекула фермента находится на поверх-
ности (или внутри) частицы носителя, то для про-
текания ферментативной реакции необходимо, 
во-первых, чтобы молекула субстрата подошла к по-
верхности частицы, во-вторых, продиффундировала 
внутрь неё. В зависимости от того, как соотносятся 
скорости диффузионных стадий и непосредствен-
но ферментативной реакции, может реализовать-
ся одна из трёх нижеперечисленных ситуаций [7].

Если ферментативная реакция в поверхностных 
слоях частицы протекает быстрее, чем субстрат из 
раствора подходит к поверхности, то через непро-
должительное время вокруг частицы образуется зона, 
обеднённая субстратом. В результате наблюдаемая 
скорость ферментативной реакции будет определяться 
скоростью массопереноса субстрата к частице. В этом 
случае процесс контролируется внешней диффузией.

Если массоперенос субстрата проходит быстрее, 
чем идёт ферментативная реакция, может возникнуть 
другой тип диффузионных затруднений. А именно, 
если размер пор частицы носителя достаточно велик, 
но концентрация фермента высокая, то практически 
весь субстрат израсходуется уже в приповерхност-
ных слоях носителя, а глубинные области  будут 
обеднены субстратом. В таком случае говорят, что 
процесс контролируется внутренней диффузией.

И наконец, когда диффузия субстрата как к 
поверхностному слою, так и во внутренние об-
ласти частицы проходит достаточно быстро, об-
щая скорость превращения субстрата определяет-
ся непосредственно ферментативной реакцией. В 
этом случае  процесс кинетически контролируем.

Существует два основных экспериментальных 
способа, по которым можно определить, протека-
ет ли реакция, катализируемая иммобилизованным 
ферментом, во внутридиффузионном или внешне-
диффузионном режиме [2,7]. Они основаны на раз-
ной чувствительности кинетических параметров 
ферментативных процессов, контролируемых внеш-
ней и внутренней диффузией субстрата, к действию 
специфических лигандов и температуры. Т. е. фер-
ментативные реакции, контролируемые внутренней 
диффузией, «чувствуют» эффекты ингибирования, 
рН-зависимость активности, температурные колеба-
ния и т.п., в то время как скорость внешнедиффузи-
онно-контролируемых реакций не должна зависеть 
от возрастания удельной концентрации иммобили-
зованного фермента, изменений рН, ионной силы, 
добавления ингибиторов и активаторов, которые ока-
зывают специфическое  влияние исключительно на 
ферментативные стадии. Но в том и в другом случае, 
в отличие от нативного фермента, получаемые ки-
нетические  кривые «приобретают» атипичный вид.

Влияние температуры на активность иммо-
билизованной тиаминкиназы показано на рис. 2. 
Температурную зависимость  начальной скорости 
реакции анализировали при концентрациях суб-
стратов – тиамина и комплекса Mg · АТФ2 – рав-
ных 4 Кm, что позволяет говорить о насыщении 
фермента и влиянии температуры на Vмакс. Со-
гласно рис. 2 (А), в области 0-60°C не наблюдается 
кажущийся температурный оптимум. В данном от-
ношении конформация тиаминкиназы оставалась 
без изменений. Построенный в логарифмических  
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Рисунок 2. – Температурная зависимость начальной 
скорости тиаминкиназной реакции (А);  

то же в координатах Аррениуса (Б).  
Фермент микрокапсулирован в бутадиеновый каучук

Зависимость начальной скорости тиаминкиназ-
ной реакции от концентрации субстрата (тиамина) 
для иммобилизованного в бутадиеновый каучук фер-
мента представлена на рис. 3. Для сравнения здесь же 
показан (кривая 2) начальный участок кривой насы-
щения нативного энзима. Как видно из приведенных 
данных, кривая насыщения субстратом имеет сигмо-
видную форму, причем при малых концентрациях 
тиамина тиаминкиназа характеризуется очень низкой 
активностью, тогда как при концентрации субстрата 
200 мкМ скорость реакции для нативного и иммоби-
лизованного фермента практически одинакова. Пре-
образование в координатах Лайнуивера-Берка (рис.3 
(Б)) дает величину S0,5 для микрокапсулированной 
тиаминкиназы, которая по своему значению в два 
раза выше, чем кажущаяся Кm для нативного белка.

Рисунок 3. – Зависимость начальной скорости  
тиминкиназной реакции от концентрации  

тиамина (А): 1 – иммобилизованный, 2 – нативный 
фермент; то же в координатах Лайнуивера-Берка (Б)

Полученные атипичные зависимости начальных 
скоростей ферментативной реакции от концентрации 
витамина В1 и температуры являются следствием 
как внешне, так и внутридиффузионных ограниче-
ний в доступности компонентов среды к активному 
центру тиаминкиназы. Увеличение сопротивления 
массопереносу для компонентов, обусловленное 
или собственно мембраной микрокапсул, и или её 
пограничными слоями, «вынуждает» фермент ра-
ботать в кинетически-диффузионном режиме, что 
в итоге отражается на кинетических параметрах ка-
тализируемой ферментативной реакции (табл.1). 
Особенно существенные диффузионные ограниче-
ния характерны для заряженных микрокапсул из 
нитрата целлюлозы, где нитрогруппы, кумулируя 
отрицательный заряд, будут электростатистически 
концентрировать около себя положительно заряжен-
ные молекулы субстрата – тиамина – и двухзарядные 
катионы кофактора – магния, что снижает содержа-
ние их в каталитическом пространстве вокруг ак-
тивного центра фермента. Указанные ограничения 
менее свойственны для гидрофобных микрокапсул 
из бутадиенового каучука. В последнем случае ре-
гистрируемые величины кажущихся  констант Ми-
хаэлиса для иммобилизованного фермента нахо-
дятся в пределах допустимых расчетных значений 
для нативной тиаминкиназы. Т. е. можно полагать, 
что включённые в гидрофобные макрокапсулы гло-
булы белка уже смогут эффективно  функциониро-
вать в процессе их практического использования. 
Подтверждением тому является близость скоростей 
ферментативных реакций для нативной и иммобили-
зованной тиаминкиназы при высоких концентрациях 
субстрата – тиамина (рис. 3). Кинетические параме-
тры для лиофилизированной тиаминкиназы не отли-
чаются от таковых для исходной глобулы (табл. 1). 

Таблица 2. – Влияние иммобилизации на активность 
и устойчивость тиаминкиназы: температура 4°C 

Способ  
стабилизации

Сохранение  
активности после 
стабилизации, %

Время 
полуинактивации

Нативный фермент 100 3 суток
Микрокапсулированный 
в мембрану из бутадие-

нового  каучука
45,4 2 недели

Микрокапсулированный 
в мембрану из нитрата 

целлюлозы
27,7 1,5 недели

Лиофилизированный  
препарат 91 около года

Устойчивость фермента, включённого в бута-
диеновые  микрокапсулы, резко возрастает. Натив-
ная тиаминкиназа при температуре 4°C уже через  
3 сут. теряет до 50% исходной активности, в то  вре-
мя как иммобилизованный белок в течение 2 недель 
оставался высокоактивным (табл. 2). Активность 
лиофилизированного препарата  в этих условиях 
сохранялась без заметных изменений около года. 

Термостабильность фермента в гидрофобном но-
сителе превышает его стабильность в буферном рас-
творе. Если 10-минутная преинкубация нативного 
фермента при 55°C приводила к почти полной инакти-
вации, то иммобилизованная тиаминкиназа сохраняла 
при этом до 60% активности. Повышенная устойчи-
вость иммобилизованного фермента, вероятно, объяс-
няется  гидрофобными контактами полимерных цепей 
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координатах график имеет отчетливый перелом  
(рис. 2 (Б)). Наблюдаемое изменение наклона прямой 
– следствие протекания в системе двух параллель-
ных реакций синтеза коферментной формы витамина 
В1, идущих в кинетическом и диффузионном режи-
мах. Температура оказывает влияние на положение 
равновесия между реакциями, сдвигая его в сторону 
кинетического процесса с большей каталитической 
активностью, характеризующегося более низкими 
энергией активации и температурным коэффици-
ентом. Значения энергии активации, рассчитанные 
из графика Аррениуса для обоих реакций, состав-
ляют 47,2 и 85,3 кДж · моль–1, а соответствующие 
им энтальпии активации – 44,7 и 82,8 кДж · моль–1. 
Температурные коэффициенты одновременно  проте-
кающих реакций, соответственно, равны 1,75 и 3,32. 
Критическая температура, при которой изменяется 
энергия активации, находится в области 39,5–40,0°C, 
что соответствует физиологической температуре 
тела животного, из которого выделена тиаминкиназа.
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бутадиенового каучука с глобулой тиаминкиназы. Та-
кое многоточечное  взаимодействие (матрица-белок)  
может быть причиной повышения термостабильности 
белка, как это показано для других ферментов [2, 3].

Выводы
1. Температурные зависимости и зависимости 

начальных  скоростей каталитической реакции от 
концентрации субстрата-тиамина носят атипичный 
характер, т.е. при высоких температурах и высоких 
концентрациях тиамина реакция протекает в кинети-
ческой области. 

2. По мере уменьшения  концентрации и темпера-
туры реакционная система переходит в диффузион-
ную область, что  в координатах Лайнуивара-Берка 
прослеживается в виде чётко выраженного излома. 
Кинетически-диффузионный режим работы иммо-
билизованной тиаминкиназы отражается на эффек-
тивных кинетических параметрах: Кm, каж, Vmax, 

kkat. Однако если при включении фермента в гидро-
фобные микрокапсулы  эти отклонения находятся в 
пределах теоретически  допустимых значений, то в 
случае гидрофильных – они значительны.

3. Иммобилизация тиаминкиназы резко повышает 
её стабильность и термоустойчивость. В первую оче-
редь это касается препаратов фермента, включенных 
в гидрофобный носитель. Гидрофильные взаимодей-
ствия не столь эффективны. Наиболее высокая стаби-
лизация достигается  лиофилизацией  тиаминкиназы.

4. Микрокапсулированная в гидрофобный носи-
тель тиаминкиназа найдет применение в медицин-
ской практике в качестве препарата пролонгирован-
ного действия для лечения пациентов с генетически 
детерминированными заболеваниями; лиофилизи-
рованный фермент – в аналитических целях, для по-
лучения фосфорных эфиров витамина В1 с двойной 
меткой.
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IMMOBILIZATION OF THIAMINE KINASE FROM PIG LIVER BY THE MICROENCAPSULATION 
METHOD

Chernikevich I. P., Zimatkina T. I., Sorokopyt E. M.
Educational Establishment “Grodno State Medical University”, Grodno, Belarus

The article investigates immobilization of thiamine kinase (EC 2.7.6.2) from pig liver by microencapsulation into 
semipermeable membranes, protein behavior and its stability in the designated structures. At the same time enzyme 
lyophilization by the sublimation method was performed. It was shown that microencapsulated protein operated in the 
kinetic-diffusion regime, which influenced the way of kinetic curves passage and values of the obtained effective constants. 
When the enzyme was included in hydrophobic microcapsules made of butadiene latex the deviations of constants stayed 
within acceptable calculated values; when included in hydrophilic microcapsules on cellulose nitrate base – the values were 
much more significant. The immobilization of thiamine kinase increased its stability and thermolability. First of all this was 
correct for enzymatic preparations incorporated in hydrophobic carrier. Hydrophylic interactions were not so effective. The 
highest stabilization effect was obtained with thiamine kinase lyophilization. 

Key words: thiamine kinase, pig liver, microencapsulation, kinetic parameters, stability. 
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