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Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáàì ïîëó÷åíè 

ôåðìåíòà ëèçîöèìà èç áåëêà êóðèíûõ  èö, êîòîðûé
íàõîäèò ïðèìåíåíèå â êà÷åñòâå ëåêàðñòâåííîãî
ïðåïàðàòà, êîíñåðâàíòà â ïèùåâîé
ïðîìûøëåííîñòè, áèîòåõíîëîãèè. Öåëüþ
èçîáðåòåíè   âë åòñ  ðàçðàáîòêà íîâîãî ñïîñîáà
ïîëó÷åíè  ëèçîöèìà, ïîçâîë þùåãî óñêîðèòü
ïðîöåññ âûäåëåíè  ôåðìåíòà èç  è÷íîãî áåëêà,
ñîõðàí   âûñîêèé âûõîä è ôåðìåíòàòèâíóþ
àêòèâíîñòü, à òàêæå âòîðè÷íî èñïîëüçîâàòü  è÷íûé

áåëîê, îñâîáîæäåííûé îò ëèçîöèìà. Ýòî
äîñòèãàåòñ  ïð ìîé êðèñòàëëèçàöèåé ëèçîöèìà èç
 è÷íîãî áåëêà ïðè äîáàâëåíèè 5 ìàñ.% NaCl è
äîâåäåíèè ðÍ äî 9,8 äâóóãëåêèñëûì íàòðèåì ñ
ïîñëåäóþùåé î÷èñòêîé ôåðìåíòà äâîéíîé
ïåðåêðèñòàëëèçàöèåé, ïðè÷åì íà ñòàäè õ
êðèñòàëëèçàöèè è ïåðåêðèñòàëëèçàöèè ââîä òñ 
çàòðàâî÷íûå êðèñòàëëû ëèçåöèìà (0,005 ìàñ. %).
Äë  íåéòðàëèçàöèè ùåëî÷íîãî àãåíòà ê  è÷íîìó
áåëêó, îñâîáîæäåííîìó îò ëèçîöèìà, äîáàâë þò
ðàñòâîð ñîë íîé êèñëîòû.
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(54) METHOD OF LYSOZYME PREPARING FROM EGG PROTEIN

(57)
FIELD: biotechnology, enzyme preparing.

SUBSTANCE: method involves the direct
crystallization of lysozyme from egg protein by
addition 5 wt.-% NaCl at pH 9.8 (with sodium
hydrocarbonate) followed by purification of
enzyme by double recrystallization. At
crystallization and recrystallization stages

lysozyme seeding crystals were added (0.005 wt.-
%). Hydrochloric acid solution is added to free-
lysozyme egg protein to neutralize an alkaline
agent. Lysozyme is used as drug, preserving agent
in food industry, in biotechnology. EFFECT:
accelerated process, high yield and enzymatic
activity, repeated use of lysozyme-free egg protein.
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Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáàì ïîëó÷åíè  ôåðìåíòà ëèçîöèìà èç áåëêà, êóðèíûõ
 èö, êîòîðûé íàõîäèò ïðèìåíåíèå â êà÷åñòâå ëåêàðñòâåííîãî ïðåïàðàòà, êîíñåðâàíòà â
ïèùåâîé ïðîìûøëåííîñòè, áèîòåõíîëîãèè.

Èçâåñòåí ñïîñîá ïîëó÷åíè  ëèçîöèìà, îñíîâàííûé íà óëüòðàôèëüòðàöèè  è÷íîãî áåëêà
ñ ïîñëåäóþùèì âûäåëåíèåì åãî èç îáîãàùåííîãî ðàñòâîðà ñ ïîìîùüþ èîíîîáìåííûõ ñìîë
/Ïàòåíò Âåëèêîáðèòàíèè N 1399090 ÌÊÈ Ñ Î7 G 7/026, êë. Ñ 3 Í, îïóáë. 25.06.75/.
Íåäîñòàòêîì ýòîãî ñïîñîáà  âë åòñ  íèçêà  òåõíîëîãè÷íîñòü ñòàäèè óëüòðàôèëüòðàöèè èç-
çà âûñîêîé â çêîñòè áåëêà, ÷òî âûçûâàåò íåîáõîäèìîñòü ÷àñòîé ñìåíû ìåìáðàí è
îòðèöàòåëüíî ñêàçûâàåòñ  íà ïðîèçâîäèòåëüíîñòè.

Èçâåñòíû òàêæå ñïîñîáû âûäåëåíè  ëèçîöèìà ñ ïîìîùüþ èîíîîáìåííûõ ñìîë è õèòèíà
/Ahvenainen R. Heikonen M. Kreuia M. // Food Process End. Proc. 2nd Internat. Congr. End.

and Food and 8ch Eur. Food Symp. Helsinki, 1979, vol 2, London, 1980, 301-310;
ïàòåíò Âåëèêîáðèòàíèè N 1110466, Ñ Î7 G, êë. Ñ Ç Í, À5Â, îïóáë. 18.04.68.
çà âêà ÂÍÐ N Ò/38 124, ÌÊÈ 4 Ñ 12 N 9/36;
àâòîðñêîå ñâèäåòåëüñòâî ÑÑÑÐ, N 178771, êë. 6à, 22/10, Ñ 12 Ê. îïóáë. 19.3.66;
àâòîðñêîå ñâèäåòåëüñòâî ÑÑÑÐ, N 220920, êë. 6à, 22/10, îïóáë. 7.10.68/.
Íåäîñòàòêîì ýòèõ ñïîñîáîâ  âë åòñ  îãðàíè÷åííîå âðåì  ðàáîòîñïîñîáíîñòè

èîíîîáìåííûõ ñìîë èëè õèòèíà âñëåäñòâèå íåîáðàòèìîé ñîðáöèè áåëêîâ, íåîáõîäèìîñòü
äëèòåëüíîé ïðîìûâêè íîñèòåëåé äë  îòäåëåíè  ëèçîöèìà è èõ ïîñëåäóþùåé ðåãåíåðàöèè,
÷òî äåëàåò ïîäîáíûå ìåòîäû ìàëîïðèãîäíûìè äë  ïðîìûøëåííîãî ïðîèçâîäñòâà.

Îïèñàí ñïîñîá ïîëó÷åíè  ëèçîöèìà èç  è÷íîãî áåëêà îñàæäåíèåì ïðè ïîíèæåííîé
òåìïåðàòóðå ñ ïîìîùüþ çàòðàâî÷íûõ êðèñòàëëîâ ëèçîöèìà /-Ïàòåíò ßïîíèè N 60-19991
ÌÊÈ 4, Ñ 12 N 9/36, îïóáë. 10.12.83:

ïàòåíò ÑØÀ N 4504583, ÌÊÈ 3, Ñ 12 N 9/36, îïóáë. 12.03.85/. Îäíàêî ïîëó÷àåìûé
ôåðìåíò îáëàäàåò íåâûñîêîé àêòèâíîñòüþ èç-çà íåäîñòàòî÷íîé î÷èñòêè îò äðóãèõ áåëêîâ,
êðèñòàëëèçóþùèõñ  ïðè òîé æå òåìïåðàòóðå.

Êðîìå òîãî, ñïîñîá èìååò íèçêóþ ïðîèçâîäèòåëüíîñòü âñëåäñòâèå ìåäëåííîé ñêîðîñòè
êðèñòàëëèçàöèè ëèçîöèìà â óñëîâè õ, óäàëåííûõ îò åãî èçîýëåêòðè÷åñêîé òî÷êè
(èçîýëåêòðè÷åñêà  òî÷êà ëèçîöèìà pH=ll).

Ñóùåñòâóåò ñïîñîá âûäåëåíè  ëèçîöèìà ïóòåì ýêñòðàêöèè åãî âîäîé â ïðèñóòñòâèè
õëîðèäà ùåëî÷íîãî ìåòàëëà ïðè ðÍ 3,0-4,0 è íàãðåâàíèåì ðåàêöèîííîé ñðåäû äî 80-95oÑ
äë  äåíàòóðàöèè è îòäåëåíè  áàëëàñòíûõ áåëêîâ /àâòîðñêîå ñâèäåòåëüñòâî ÑÑÑÐ, N
1239147 À1, êë. Ñ 12 N 9/36, îïóáë. 23.06.86/.

Íåäîñòàòêîì ñïîñîáà  âë åòñ  íèçêèé âûõîä è íåâûñîêà  àêòèâíîñòü ôåðìåíòà, ÷òî
ñâèäåòåëüñòâóåò î íåäîñòàòî÷íîé åãî ÷èñòîòå.

Íàèáîëåå áëèçêèì ïî òåõíè÷åñêîé ñóùíîñòè è äîñòèãàåìûì ðåçóëüòàòàì  âë åòñ 
ñïîñîá ïîëó÷åíè  ëèçîöèìà ïóòåì ïð ìîé êðèñòàëëèçàöèè èç  è÷íîãî áåëêà ïðè
äîáàâëåíèè NaCl (äî 5%) è äîâåäåíèè ðÍ äî 9,8 ñ ïîìîùüþ ùåëî÷íîãî àãåíòà (NaÎÍ),
âûäåðæèâàíèåì 48 ÷àñîâ ïðè òåìïåðàòóðå 4oÑ, îòäåëåíèåì ëèçîöèìà
öåíòðèôóãèðîâàíèåì, ïîâòîðíûì îñàæäåíèåì èç íàäîñàäî÷íîé ñìåñè ïîñëå

øåñòèñóòî÷íîãî âûäåðæèâàíè  åãî ïðè 4oÑ è î÷èñòêîé ñ ïîìîùüþ äâîéíîé
ïåðåêðèñòàëëèçàöèè èç ðàñòâîðà (ðàñòâîðåíèå ïóòåì äîáàâëåíè  ðàñòâîðà ÍÑl äî pH=4.5).
/ïàòåíò Ôðàíöèè N 92459, êë. ÑÎ7g, AO1n, îïóáë. 71068, äîïîëíåíèå ê ôðàíöóçñêîìó
ïàòåíòó N 1444176, êë. ÑÎ7g, ÀÎ1n. îïóáë. 23.05.66/. Óêàçàííûé ñïîñîá ïîçâîë åò
ïîëó÷àòü ëèçîöèì ñ âûñîêîé àêòèâíîñòüþ è õîðîøèì âûõîäîì, îäíàêî òðåáóåò áîëüøèõ
çàòðàò âðåìåíè. Êðîìå òîãî çàòðóäíåíî âòîðè÷íîå èñïîëüçîâàíèå îñâîáîæäåííîãî îò
ëèçîöèìà áåëêà êóðèíûõ  èö èç-çà ñîäåðæàíè  â íåì ùåëî÷è(NaÎÍ)

Çàäà÷åé èçîáðåòåíè   âë åòñ  ðàçðàáîòêà íîâîãî ñïîñîáà ïîëó÷åíè  ëèçîöèìà,
ïîçâîë þùåãî óñêîðèòü ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðîòîòèïîì ïðîöåññ âûäåëåíè  ôåðìåíòà èç
 è÷íîãî áåëêà, ñîõðàí   âûñîêèé âûõîä è ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü, à òàêæå âòîðè÷íî
èñïîëüçîâàòü  è÷íûé áåëîê, îñâîáîæäåííûé îò ëèçîöèìà.

Ýòà çàäà÷à äîñòèãàåòñ  ïð ìîé êðèñòàëëèçàöèåé ëèçîöèìà ïðè òåìïåðàòóðå 4oÑ
äîáàâëåíèåì ê  è÷íîìó áåëêó NaCl (5 ìàñ%) è äîâåäåíèåì ðÍ go 9,8 âîäíûì 15%
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ðàñòâîðîì äâóóãëåêèñëîãî íàòðè , äàëüíåéøåé î÷èñòêîé ôåðìåíòà äâóêðàòíîé
ïåðåêðèñòàëëèçàöèåé åãî èç ðàñòâîðà (ðàñòâîðåíèé ïðè ðÍ=4,5 çà ñ÷åò äîáàâëåíè 
âîäíîãî 10% ðàñòâîðà ÍCl), ïîñëåäóþùåé äèàëèçàöèåé è ëèîôèëèçàöèåé. Ïðè ýòîì íà
ñòàäè õ êðèñòàëëèçàöèè è ïåðåêðèñòàëëèçàöèè ââîä ò çàòðàâî÷íûå êðèñòàëëû ëèçîöèìà
(0,005 ìàñ%). Ê  è÷íîìó áåëêó, îñâîáîæäåííîìó îò ëèçîöèìà äîáàâë þò 10% âîäíûé
ðàñòâîð ÍÑl â êîëè÷åñòâå 10 ìàñ% Îáðàçóþùà ñ  ñìåñü, ñîäåðæàùà  îêîëî 5% NaCl
ïðèãîäíà äë  ïîâòîðíîãî èñïîëüçîâàíè  â ïèùåâîé ïðîìûøëåííîñòè.

Îòëè÷èòåëüíûìè îñîáåííîñò ìè ïðåäëàãàåìîãî ñïîñîáà  âë åòñ  äîáàâëåíèå
çàòðàâî÷íûõ êðèñòàëëîâ ëèçîöèìà íà ñòàäè õ êðèñòàëëèçàöèè (îòëè÷èå îò ïðîòîòèïà) è
ïåðåêðèñòàëëèçàöèè, óñêîð þùèõ êàê ïðîöåññ âûäåëåíè  ëèçîöèìà èç áåëêà, òàê è åãî
î÷èñòêó, à òàêæå ïðèìåíåíèå â êà÷åñòâå ùåëî÷íîãî àãåíòà ñîäû, à íå ùåëî÷è è
äîáàâëåíèå ê  è÷íîìó áåëêó, îñâîáîæäåííîìó îò ëèçîöèìà, ðàñòâîðà ñîë íîé êèñëîòû äë 
íåéòðàëèçàöèè ùåëî÷íîãî àãåíòà, ÷òî ïîçâîë åò èñïîëüçîâàòü îáðàçóþùóþñ  ñìåñü â
ïèùåâîé ïðîìûøëåííîñòè, íàïðèìåð, äë  ïðîèçâîäñòâà  è÷íîãî ïîðîøêà.

Ïðèìåíåíèå çàòðàâî÷íûõ êðèñòàëëîâ îïèñàíî â ïàòåíòàõ ßïîíèè N 60-19991 è ÑØÀ N
4504563 (ñì.âûøå). Îòëè÷èå ïðåäëàãàåìîãî ñïîñîáà â òîì, ÷òî êðèñòàëëèçàöè  âåäåòñ 
ïðè ðÍ=9,8, áëèçêîé ê èçîýëåêòðè÷åñêîé òî÷êå ëèçîöèìà. Ýòî ïîçâîë åò ïîëó÷àòü áîëåå
÷èñòûé ïðîäóêò çà ìåíüøåå âðåì .

Äë  îáåññîëèâàíè  ðàñòâîðà ëèçîöèìà ïðèìåí þòñ  îáû÷íûå ìåòîäû äèàëèçà, à äë 
ïîëó÷åíè  êðèñòàëëè÷åñêîãî ïðåïàðàòà ëèîôèëüíà  ñóøêà.

Ñëåäóþùèé ïðèìåð èëëþñòðèðóåò èçîáðåòåíèå.
Ïðèìåð. Ê 10 êã áåëêà êóðèíûõ  èö ïðè ïîñòî ííîì ìåäëåííîì ïåðåìåøèâàíèè

äîáàâë þò ïîðöè ìè 500 ã NaCl, à çàòåì 15% âîäíûé ðàñòâîð Na2CO3 äî äîñòèæåíè  ðÍ=
9,8. Ïîñëå ÷åãî äîáàâë þò 500 ìã çàòðàâî÷íûõ êðèñòàëëîâ ëèçîöèìà (0,005 ìàñ%).
Áîëüøåå êîëè÷åñòâî çàòðàâî÷íûõ êðèñòàëëîâ íå ïðèâîäèò ê çàìåòíîìó óâåëè÷åíèþ
ñêîðîñòè êðèñòàëëèçàöèè, à ìåíüøåå-çàìåäë åò ïðîöåññ. Ïîëó÷åííóþ ñìåñü âûäåðæèâàþò
ïðè òåìïåðàòóðå 4oÑ â òå÷åíèå 36 ÷àñîâ. Îáðàçîâàâøèåñ  õëîïü  ëèçîöèìà îòäåë þò
öåíòðèôóãèðîâàíèåì. Íàäî ñàäî÷íóþ æèäêîñòü âûäåðæèâàþò ïðè òåìïåðàòóðå 4oÑ â
òå÷åíèå äâóõ ñóòîê äë  îêîí÷àòåëüíîãî âûäåëåíè  ëèçîöèìà, êîòîðûé òàêæå îòäåë þò
öåíòðèôóãèðîâàíèåì. Â ïîëó÷åííóþ íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü äîáàâë þò 10% âîäíûé
ðàñòâîð ÍCl äë  íåéòðàëèçàöèè Na2CO3 è îíà ñòàíîâèòñ  ïðèãîäíîé äë  èñïîëüçîâàíè  â
ïèùåâîé ïðîìûøëåííîñòè. Îñàäêè, ñîäåðæàùèå ëèçîöèì ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíè 
îáúåäèí þò è ïîäâåðãàþò î÷èñòêå äâîéíîé ïåðåêðèñòàëëèçàöèåé. Äë  ýòîãî ê
îáúåäèíåííîìó îñàäêó äîáàâë þò äâà îáúåìà âîäû è ïóòåì äîáàâëåíè  ðàñòâîðà ÍÑl (ïðè
ïîñòî ííîì ìåäëåííîì ïåðåìåøèâàíèè) äîâîä ò äî ðÍ=4,5. Ïîñëå ýòîãî ñìåñü ôèëüòðóþò.
Çàòåì ê ðàñòâîðó äîáàâë þò 5% (ïî ìàññå ðàñòâîðà), NaCl, ðàñòâîð Na2 ÑÎ3 äî
äîñòèæåíè  ðÍ=9,8 è çàòðàâî÷íûå êðèñòàëëû ëèçîöèìà (0,005% îò ìàññû îñàäêà) è
îñòàâë þò íà îäíè ñóòêè ïðè òåìïåðàòóðå 4oÑ. Îñàäîê îòäåë þò öåíòðèôóãèðîâàíèåì è
ïîâòîð þò îïåðàöèþ ïåðåêðèñòàëëèçàöèè. Ïðè âòîðîé ïåðåêðèñòàëëèçàöèè âíåñåíèå
çàòðàâî÷íûõ êðèñòàëëîâ íå òðåáóåòñ , à âûäåðæèâàíèå ïðè 4oÑ äëèòñ  íåñêîëüêî ÷àñîâ.
Ïîñëå äèàëèçà è ëèîôèëèçàöèè ïîëó÷àþò îêîëî 10 ã êðèñòàëëè÷åñêîãî ëèçîöèìà,
èìåþùåãî àêòèâíîñòü 15-25 òûñ.åä. â çàâèñèìîñòè îò êà÷åñòâà èñõîäíîãî ñûðü .

Ïðåäëîæåííûé ñïîñîá ïîëó÷åíè  ëèçîöèìà èç  è÷íîãî áåëêà ïî ñðàâíåíèþ ñ
ïðîòîòèïîì ïîçâîë åò óñêîðèòü ïðîöåññ âûäåëåíè  ôåðìåíòà â íåñêîëüêî ðàç çà ñ÷åò
óìåíüøåíè  âðåìåíè êðèñòàëëèçàöèè è ïåðåêðèñòàëëèçàöèè è ïîçâîë åò èñïîëüçîâàòü
 è÷íûé áåëîê, îñâîáîæäåííûé îò ëèçîöèìà, â ïèùåâîé ïðîìûøëåííîñòè, íàïðèìåð, äë 
ïîëó÷åíè   è÷íîãî ïîðîøêà.

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
ÔÎÐÌÓËÀ ÈÇÎÁÐÅÒÅÍÈß
Ñïîñîá ïîëó÷åíè  ëèçîöèìà èç  è÷íîãî áåëêà ïóòåì ïð ìîé êðèñòàëëèçàöèè ïðè

äîáàâëåíèè 5% ïî ìàññå NaCl è äîâåäåíè  ðÍ äî 9,8 ùåëî÷íûì àãåíòîì ñ ïîñëåäóþùåé
î÷èñòêîé ëèçîöèìà äâóêðàòíîé ïåðåêðèñòàëëèçàöèåé, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî íà ñòàäè õ

Ñòðàíèöà: 4
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êðèñòàëëèçàöèè è ïåðåêðèñòàëëèçàöèè äîáàâë þò çàòðàâî÷íûå êðèñòàëëû, â êà÷åñòâå
ùåëî÷íîãî àãåíòà èñïîëüçóþò äâóóãëåêèñëûé íàòðèé è ê  è÷íîìó áåëêó, îñâîáîæäåííîìó îò
ëèçîöèìà, äîáàâë þò ðàñòâîð HCl.
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