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Аннотация. Представлены результаты исследования влияния гелий-неонового лазера на катали-
тическую активность амилолитических ферментных препаратов различной степени 
очистки. Экспериментально определены условия воздействия лазерного излучения, его 
оптимальная мощность и  длительность воздействия, при которых активность фермент-
ного препарата Амилосубтилин Г3Х повышается на 50 %, Амилосубтилин Г10Х – на 
35 %, Амилосубтилин Г20Х – на 27 %. Более очищенный препарат в меньшей степени 
подвергается активации при лазерном облучении, это не только позволяет снизить до-
зировку препарата, но и дает возможность применять более экономичные, не высоко-
очищенные промышленные ферменты для использования в технологическом процессе.
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Abstract. The paper presents the results of a study of the effect of a helium-neon laser on the 
catalytic activity of amylolytic enzyme preparations of various degrees of purification. 
Experimentally determined the conditions of exposure to laser radiation, its optimal 
power and exposure duration. It has been shown that under those conditions the activity 
of the enzyme preparation Amylosubtilin G3X increases by 50 %, Amylosubtilin 
G10X – by 35 %, Amylosubtilin G20X – by 27 %. Moreover, a more purified drug is 
less activated by laser irradiation, this will not only reduce the dosage of the drug, but 
also makes it possible to use more economical, not highly purified industrial enzymes 
for practical use in the technological process.
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Введение

Белки являются весьма лабильными соединениями и при некоторых 
специфических изменениях условий в течение очень короткого промежутка вре-
мени могут подвергнуться конформационным изменениям. Есть предположение, 
что при этом каждая молекула или ее участок способен принимать любую конфор-
мацию, допускаемую больмановской зависимостью между конформацией и вели-
чиной отклонения свободной энергии от ее минимального значения [1–4]. Факто-
рами, влияющими на конформационную подвижность макромолекулы фермента 
и, следовательно, на его каталитическую активность, выступают, в частности, не-
которые физико-химические воздействия (тепловая обработка, методы кругового 
дихроизма, ядерно-магнитный резонанс, методы флуоресцентной спектроскопии, 
гелий-неоновый лазер и мн. др.) [4–6].

Интерес к управлению активностью ферментов обусловлен их использованием 
в различных отраслях промышленности, которое, с одной стороны, позволяет ин-
тенсифицировать технологический процесс, с другой – как правило, увеличивает 
себестоимость готовой продукции. Поэтому поиск путей повышения каталитиче-
ской активности ферментных препаратов остается актуальной задачей, решение 
которой позволит сделать их применение в промышленности более эффективным 
[6–8].

Выше был упомянут один из способов регулирования активности ферментных 
препаратов – лазерное излучение [9–13]. Оно обладает рядом особенностей, к ко-
торым относятся когерентность, высокая монохроматичность, направленность и 
большая плотность энергии [12, 14–16]. С ними, по-видимому, связано воздей-
ствие лазерного излучения на биологические объекты. Механизмы этого процес-
са сложны, и на сегодня не существует объясняющей их единой теории [15, 17]. 
В настоящее время ведутся эффективные исследования по совершенствованию 
лазерной техники, созданию квантовых генераторов для промышленного исполь-
зования.

Целью данной работы является изучение влияния лазерного излучения на ка-
талитическую активность амилолитических ферментных препаратов различной 
степени очистки, применяемых в качестве биокатализаторов в хлебопечении, про-
изводстве консервов, спирта и в других отраслях пищевой промышленности.

Объекты и методы исследования

В работе исследованы промышленные ферментные препараты Амило-
субтилин Г10Х, Амилосубтилин Г20Х, Амилосубтилин Г3Х производственного 
объединения «Сиббиофарм» (Россия).

Использованы стандартные и общепринятые в исследовательской практике 
методики определения амилолитической активности (АС) колориметрическим 
методом по ГОСТ Р. 54330-2011, содержание белка в ферментных препаратах 
оценивали по методу Лоури (экспресс-метод). АС ферментных препаратов Ами-
лосубтилин Г3Х, Амилосубтилин Г10Х, Амилосубтилин Г20Х оказалась равна 
соответственно 1500, 3600, 5140 ед./г (ед./мл), содержание белка в них – 9,5, 18, 
29 %.

В качестве источника лазерного излучения выступали оптический квантовый 
генератор ОКГ-25 с максимальной выходной мощностью 20 мВт/см2, длиной 
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волны излучения 632,8 нм (ширина спектральной полосы – 10-3 нм), а также ге-
лий-неоновый лазер ЛГН-303-1 с максимальной выходной мощностью 2 мВт/см2 
и длиной волны 632,8 нм, одночастотный в каждой из двух поляризаций. Рабочая 
длина волны 632,8 нм расположена в красном диапазоне видимого спектра. Облу-
чение растворов ферментных препаратов проводили в стеклянной кювете. Интен-
сивность излучения для ОКГ-25 регулировали за счет использования расфокуси-
рованной насадки, представляющей собой выпуклую линзу (оптическая система 
для формирования лазерного пучка), при измерении расстояния между объектом 
(на который непосредственно воздействуют) и источником лазерного излучения. 
С помощью дозиметра – полупроводникового элемента, чувствительного в крас-
ной области видимого спектра, проводилось определение интенсивности падаю-
щей и поглощенной энергии без учета доли светорассеяния.

Результаты и обсуждение

Для изучения взаимодействия лазерного излучения с исследуемыми 
ферментными препаратами был снят спектр поглощения 0,1%-го раствора Ами-
лосубтилина Г10Х (рис. 1). Этот спектр имел характерный максимум в ультра-
фиолетовой области, обусловленный остатками триптофана в белковой молекуле 
[5, 18]. В видимой части спектра фермент не имеет характерных максимумов по-
глощения, величина поглощения в этом диапазоне лежит в пределах 7–10 %, в 
частности для 630 нм (области, соответствующей спектральной характеристике 
излучения гелий-неонового лазера) она равна 7 %.

Наличие небольшого поглощения в области 630–632 нм позволяет предпо-
ложить, что гелий-неоновый лазер может оказывать определенное воздействие 
на каталитическую активность данных препаратов. Активность ферментных 

Рис. 1. Спектр поглощения 0,1%-го раствора ферментного препарата Амилосубтилин Г10Х
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препаратов после лазерного воздействия выражали как процент к контролю – не-
облученному образцу.

Проведенные исследования показали (рис. 2), что каталитическая активность 
(ФА) в первую очередь зависит от интенсивности облучения. При интенсивности 
1 мВт/см2 и экспозиции 5 мин не было обнаружено увеличения активности. Од-
нако при интенсивности 3,5 мВт/см2 активность возрастала на 50 %. Эффект сти-
мулирующего действия лазерного излучения начиная с интенсивности 10 мВт/см2 
уменьшается, а при 20 мВт/см2 наблюдается заметная инактивация ферментного 
препарата.

Так как при воздействии лазерного излучения на биологические объекты име-
ет значение не только «доза воздействия», а и экспозиция, была изучена зависи-
мость активности фермента от времени (1–30 мин) облучения при постоянной 
интенсивности 5 мВт/см2 (рис. 3).

Кривая изменения амилолитической активности от времени АС = f (t) анало-
гична кривым, полученным при исследовании конформационных переходов бел-
ковых молекул [18, 19]. По-видимому, это можно объяснить тем, что изменение 
реакционной способности различных участков белковой молекулы или конфор-
мации в целом происходит в результате распределения поглощенной энергии 
между колебательно-возбужденным состоянием отдельных атомных групп и об-
ластей молекул [1, 2, 20]. С увеличением времени воздействия увеличивается чис-
ло конформационных перестроек, что влечет за собой изменение каталитической 
активности фермента. Любые конформационные превращения в молекулах бел-
ков носят кооперативный характер [1, 18, 20], тем самым кооперативен сам акт 
возникновения индуцированного структурного соответствия фермент–субстрат. 
И возможно, что изменение конформации белка под действием излучения гелий-
неонового лазера приводит к увеличению сродства фермента к субстрату, и этим 
объясняется повышение его амилолитической активности.

Рис. 2. Зависимость активности 0,1%-го раствора ферментного препарата Амилосубтилин Г10Х от вре-
мени воздействия лазерного излучения при интенсивности излучения 5 мВт/см2
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Рис. 3. Зависимость активности 0,1%-го раствора ферментного препарата Амилосубтилин Г10Х от ин-
тенсивности воздействия лазерного изучения при экспозиции 5 мин

Сравнивая эффекты, полученные при одних и тех же общих дозах воздей-
ствия, была выявлена разница, которая свидетельствует о том, что для возникно-
вения определенного эффекта важна не общая доза воздействия, а каждый из ее 
компонентов. Так, доза 4,5 Дж/см2, полученная при облучении интенсивностью 
15 мВт/см2 в течение 5 мин, приводила к уменьшению активности, а если полу-
чать эту дозу, используя более низкую интенсивность излучения (5 мВт/см2), но 
более длительную экспозицию (15 мин), то наблюдается повышение активности 
фермента на 40 %. Принимая это во внимание, целесообразно использовать для 
повышения каталитической активности исследуемых ферментных препаратов и 
менее мощные лазеры [2, 15, 16].

В настоящее время для научных целей широко применяют отечественный ге-
лий-неоновый лазер ЛГН-303-1, который использовали в дальнейших исследова-
ниях. Данные по влиянию лазерного излучения на амилолитическую активность 
ферментных препаратов различной степени очистки представлены в таблице.

Влияние гелий-неонового лазера ЛГН-303-1 на активность ферментных препаратов

Препарат Время облучения, 
мин

Ферментативная активность,
% к контролю

Амилосубтилин Г3Х 3 131
5 150
7 119

Амилосубтилин Г10Х 3 120
5 135
7 114

Амилосубтилин Г20Х 3 111
5 127
7 109
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Как видно из представленных данных, оптимальной для всех исследуемых 
препаратов при мощности излучения 2 мВт/см2 была длительность воздействия 
5 мин, при этом наблюдалось значительное увеличение каталитической активно-
сти ферментных препаратов – на 27–50 % к контролю. Причем более очищенный 
(Амилосубтилин Г10Х) и высокоочищенный (Амилосубтилин Г20Х) препараты 
в меньшей степени подвергаются активации при лазерном облучении, так как 
в процессе очистки фермента происходит удаление веществ, стабилизирующих 
белковую молекулу. Воздействие же гелий-неонового лазера на фермент с низким 
уровнем очистки (Амилосубтилин Г3Х) повышает его каталитическую актив-
ность в среднем на 50 %; это, несомненно, позволит уменьшить себестоимость 
продукции за счет применения более экономичных низкоочищенных препаратов, 
а также снижения дозы вносимого фермента без ухудшения качества продукта. 
Снижение уровня очистки препарата, как наглядно демонстрируют полученные 
результаты, не приводит к существенному ухудшению свойств, проявляемых пре-
паратом в технологическом процессе.

Заключение

В результате проведенных исследований показано, что изменение актив-
ности бактериальных ферментных препаратов амилолитического действия можно 
достигнуть одним из физико-химических воздействий – облучением их водных 
растворов гелий-неоновым лазером (ЛГН-303-1, ОКГ-25). С совершенствованием 
лазерной техники этот вид воздействия станет весьма перспективным для повы-
шения эффективности использования ферментных препаратов.

На активность изученных ферментных препаратов оказывают влияние интен-
сивность лазерного излучения и длительность его воздействия. При эксперимен-
тально определенных условиях (мощность воздействия 2 мВт/см2, длительность 
5 мин) активность ферментного препарата Амилосубтилин Г3Х повышается на 
50 %, Амилосубтилин Г10Х – на 35 %, Амилосубтилин Г20Х – 27 %. Таким об-
разом, максимальная эффективность наблюдалось в случае препарата, обладаю-
щего наименьшей каталитической активностью, что, несомненно, имеет важное 
практическое значение для снижения себестоимости технологического процесса 
с участием ферментных препаратов в качестве биокатализаторов в различных об-
ластях пищевой промышленности.
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