
98—99%. Представляло интерес сравнение эффективности стерили
зации в каскаде проточных ячеек со стерилизацией в стационарной 
ячейке. Как было показано [2]. снижение выживаемости клетбк'на 
99% в стационарной ячейке с фиксированным объемом воды реали
зуется при действии одиночного импульса длительностью 220 мкс и 
напряженностью ֊поля 28 кВ/см. При аддитивном по времени обра
ботки эффекте результат обработки клеток в проточной системе дол
жен быть эквивалентен результату одноймпульсной обработки с дли
тельностью импульса 280 мкс при тон же величине напряженности 
поля. Однако поскольку в наших опытах при одноймпульсноя обра
ботке в стационарной ячейке амплитуда была несколько больше՜,-чем 
в проточной системе, можно считать, что эффективность обработки 
•клеток н двух системах примерно одинакова.

К аналогичному выводу привело н сопоставление результатов 
серии экспериментов, проведенных на каскаде ячеек при амплитуде 
напряженности поля, равной 22 кВ/см. и выживаемости 4 5%.

Таким образом, показано, что электрическая обработка воды в 
целях стерилизации ее реализуема нс только з ста.товарной» ио ив 
проточной системе; при этом эффективность обработки в обоих слу
чаях примерно одна и та же.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПРОНИЦАЕМОСТИ ЛИПОСОМАЛЬНОЙ 
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Проницаемость липосом —инкапсулированный фермент ■ глюкоза—мочевая кис
лота.

Для определения проницаемости липосомальной мембраны часто 
пользуются диализным методом. Применение этого метода связано 
с трудностями, обусловленными необходимостью учитывать два днф- 

36



фузионных препятствия (липосомальную мембрану и диализный ме
шок) и необходимостью учета обратного потока [2].

Изучение транспортно-'каталитическнх свойств липосом с инкап
сулированным ферментом позволяет избежать эти трудности и опре
делить проницаемость .мембраны для соответствующего субстрата- 
Ранее такого рола работы были проведены для определения прони
цаемости липосом, сформированных из лецитина с холестерином, 
для мочевины [5] и аскорбата (6].

Задачей настоящей работы является разработка метода опреде
ления проницаемости мембраны бислойных лецитиновых липосом- 
для глюкозы и мочевой кислоты.

Материал и методика՛ В опытах использовалась глюкозоок сида за (glucose- 
fxydase penlcillium viiale 1.3.4.) Каменского ПО спиртовой промышлеи* 
нчстн Мии пищепром а Укр. ССР и бактериальная уратоксидпза я. Racillus fasti֊ 
‘Нокии (17 3.3.). получаемая и пашей лаборатории.

Липосомы формировали способом; описанным ранее [I]. г т•՛.'■ разницей, что 
лезоксй.Холят натрия добавляли в смесь хлороформа мет.пю.ю^. ;։ при эмульги
ровании липидной пленк։՛ в буфер добавляли фермент Д.;.՛ 1И1ь:»П1՝ул։<рованик глю- 
козооксидазы использовали трисацетатный буфер (pH 6.5) г 150 мМ KCI. для урат 
•жеидазы—борно-боратный буфер (pH 8.5) с 150 мМ KCI Концентрация липида 
S0мМ. молярное соотношение лнпнд:фсрме։»т 1500:1, исходное отношение дезокси 
холл г натрия: липид R 0,4 Другие значения К указаны в тексте.

Липосомы озвучивали а трубчатом озиучнвагслс с частотой 22 кГц на ультра 
•пуховом дезинтеграторе УЗДН-1 Предварительно было усгипозлепо, :ю озвучи 
панне и используемые концентрации дезокси холата натрии не влияют пл актив 
•ийп» фермента.

Размер липосом определяли методом светорассеяния Подробна метод описанн 

работах [I. I] Полученные липосомы имели радиус г = 1000֊-1300 А.
Для разделения наружного фермента и фермента, инкапсулированного и лн- 

ппсомы проводили гель-фильтрацию на колонке г сефарозой 4В (Г-10). О разделе
нии фракций судили по измерения» их онтпче ких плотное г е ": определяемой нс. спек
трофотометре Specord М-40 ври длине волны 280 нм.

Активность фермента определяли ампером? гр.ыескц по убыли кислорода в ре- 
акционной среде с помощью мембранного Meicrpdna; Концентрация субстрата в { 
«тсОке варьировала от 10 :<• 200 мМ глюкозы и от I до 4 мМ моченой кислоты. 
За единицу активности фермента принимали такое количество его, которое катали 
jiipyer расход I мкмоль кислорода в минуту. Удельную актинност». выражали чн 
слом единиц активности пл единицу оптической плотности при 280 нм.

Концентрацию фермента в липосомальной суспензии после проведения через ко 
лонку определяли по отношению активности фермента после солюбилизации лппо 
<ом дезоксихолатом натрия к исходной активности сто.

Результаты и обсуждение. В работах |5, G) показано, что при 
инкапсулировании водорастворимых ферментов максимальная ско
рость ферментативной реакции нс меняется. Этот факт использовал
ся нами для разработки способа определения проницаемости липо
сомальной мембраны для соответствующих субстратов. При измере
нии активности ферментов, инкапсулированных в липосомы, наблю
дается падение удельной активности, связанное с ограниченным до
ступом субстрата к ферменту. Это ограничение обусловлено барьер 
нымн свойствами липосомальной мембраны. Пользуясь графиком 
.Ъйнуивера-Бэрка, можно определить Кт как для свободного, так и 
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.тля инкапсулированного ферментов. Результаты показали, что К» 
для свободного фермента существенно ниже, чем для инкапсулиро
ванного (табл.). Следовательно, для достижения одинаковых скоро 
стой реакции инкапсулированный и свободный фермент требуют раз
ных концентраций. Отношение этих концентраций, исходя из уравне
ния Михаэлиса-Монтен, будет равно отношению Кт для свободного 
и инкапсулированного ферментов. С другой стороны, отношение кон
центрации субстрата в липосомах (С#) к концентрации субстрата в 
наружном растворе (С») является функцией проницаемости липосо
мальной мембраны. Следовательно, проницаемость мембраны мож
но выразить через отношение Кп: 

V. р=кт С, - г, 
ЗСН • (

к„. • гл
< - I

где I» проницаемость липосомальной мембраны для субстрата. А- 
константа входа субстрата. V,!—объем наружного рас।вора. Б пло
та.и. липосом, К„. - константа Михаэлиса .тля еж ►бедного фермента, 
К'ш- константа Михаэлиса для инкапсулированного фермента, 
С ( -жонцситрппня субстрата в липосомах. С(|—концентрация суб
страта и наружном растворе. I—время регистрации, г радиус липо
сом.
?мЦЧ1'«п, Л'։1 .-..-ЮЛ-Г- л-Л.-.г/ил-. ; уратпкечдй.» ։ о г..-- • -лмч/ж.ч '([ПшщасмОСТи
шшномимноО мемпрани Р д х .՝.•»«•։'•.• ( :) и манглай -./а СНА ) при разных

птнйшенияк «’«’.■ОКОШМвт натрии липид (R)

R 0.4 0.5 0. .65 0 73 0.8 0.9

К'։։1(мМ) у ;втс-хсг։а«ы 14 .7 12 3 11 5.2 7.4 5.9՜
К'и(мМ) ГЛ ю Ы>300 кг И Д.13:4 36 4 21 2 14.5 И 2
Р • 10-Но СК (М<) 3 7 4.4 4 8 6.6 7 4 9.2
Р ■ 10 гг । к (1’д ч 3 45 7.5 9 75

Модификации б?рь-рнмх свойств мембраны должна отражаться, 
на значения՝ К’га Если увеличить проницаемость мембраны. >модифн- 
пируя се детергентом. игзрн.мср. дезокенхплатом натрия [З]. то зна
чения К.„ будут уменьшаться до тех пор. пока липосомы не будут 
солюбилизированы. ■ чер-йдут в смешанные мицеллы- Соответ
ствующие значении К':п и рассчитанные но формуле (I) Р ври раз
ных R приведены в гоблине.

Таким образом, липосомы с инкапсулированным водораствори
мым ферментом ире ст -ыяют собой лобные системы для определе
ния '11ро11ииасмосн| липосомальной мембраны по отношению к;.веще
ствам. которые являются субстратами этих ферментов.
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ДЕЙСТВИЕ ИМПУЛЬСА ЭЛЕКТРИЧЕСКОГО ПОЛЯ НА 
БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКИЙ ПОКАЗАТЕЛЬ МОЛОКА
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Молоки—электрический пробой—ль/.*.нщЬ'.иолп. бактерий.

Обычно для снижения степени обссмененности молока .микроорга
низмами его пастеризуют или стерилизуют. Наиболее распростра
ненный метод пастеризации или стерилизация молока основам на 
кратковременном воздействии высокой температуры, которое приво
дит к гибели значительной части клеток дрожжей, плесени. бакте
рий группы кишечной палочки и других групп, составляющих микро
флору молока. Однако тепловое воздействие неизбежно приводит 
также к разрушению многих полезных компонентов молока В этой 
связи представляется целесообразным поиск иных методов пастери
зации я стерилизации молока Одним из наиболее эффективных спо
собов может быть кратковременное действие сильного электрическо
го поля. Известно, что кратковременное наложение сильного элек
трического поля на суспензию клеток бактерий £’. соН, а также кле
ток дрожжей |1—3] приводит к гибели значительной части их. По
скольку значительную часть микроорганизмов >я молоке составляют 
клетки бактерий Е. соП и дрожжей, то следует ожидать, что кратко
временное наложение сильного электрического ноля на молоко мо
жет привести к эффекту его стерилизации

Материал и методика. Электрообработку неразледеииого сырого молока про- 
мдяли кзк п ячейке с заданным объемом, тзк и и проточной ячейке. Для этого 
были сконструированы генераторы прямоугольных импульсов, работающие п режи
ме одиночных к периодически повторяющихся импуль.'оп. Первый генератор позво 
л «т получать импульсы напряжения с регулируемой амплитудой (0.14-1,6 кВ) и 
длительностью (104-220 икс), второй ֊генерирует импульсы напряжением 0-у-ЗкВ. 
длительностью 40 мкс и частотой следования 50 или 100 гц Форма и амплитуд» 
чкаульсон контролировались с помощью осциллографа. В первом случае молоко
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