
Вступ

Активоване вугілля (АВ) є широко розповсю-
дженим матеріалом, застосування якого зумов-
лено його фізичними та хімічними властивостя-
ми. Зокрема, достатньо великою питомою по-
верхнею, розвиненою пористою структурою та 
наявністю різноманітних функціональних груп, 
здатних до хімічних перетворень. Активоване 
вугілля застосовують як нерозчинний носій при 
проведенні іммобілізації ферментів для підви-
щення їхньої стабільності та активності. Вугле-
цеві сорбенти займають провідне місце серед 
сорбентів медичного призначення, а саме – ге-
мо- та ентеросорбентів [1–3]. Багаторічний дос-
від використання медичних сорбентів вказує на 
те, що їхня терапевтична активність пов’язана 
не тільки із сорбцією шкідливих та отруйних ре-
човин із біологічних середовищ, а й з впливом 
на метаболічні шляхи, включаючи ензиматичні 
процеси (гідроліз білків, жирів, складних ефірів, 
інверсія сахарози тощо). При цьому сорбенти 
можуть виконувати різні функції. По-перше, во-
ни самі можуть проявляти ферментативну ак-
тивність в окисно-відновних реакціях. По-друге, 
вуглецеві сорбенти можна модифікувати, зокре-
ма, шляхом окиснення та подальшого введення 
лігандів на їхню поверхню, підсилюючи таким 
чином їх каталітичну активність. 

Метою дослідження є вивчення та порівнян-
ня каталітичної активності нативного ферменту 
амілаза, активованого та модифікованого (окис-
ненного в Н-формі) вугілля марок СКН та КАВ, 
ферменту амілаза, адсорбційно іммобілізовано-

го на вугіллі, в реакції розкладання (гідролізу) 
крохмалю.

Експериментальна частина

Об’єкти дослідження 

α-Амілаза Bacillus Subtilis, 3.2.1.1.
Однорідний колоїдний розчин (клейстер) 

крохмалю одержували з водного розчину водо-
розчинного крохмалю виробництва фірми «Мі-
ранда» шляхом кип’ятіння.

Вугілля медичного призначення типу СКН та 
КАВ, а також їх окиснені аналоги (окиснення 
азотною кислотою у рідкій фазі до певних зна-
чень статичної обмінної ємності (СОЄ) [4]) та 
сольові форми [5]. Було визначено структурно-
сорбційні характеристики сорбентів: об’єм сорб-
ційних пор (Vs) за бензолом – ексикаторним ме-
тодом [6], площу питомої поверхні (Sпит) – мето-
дом термічної десорбції аргону [7], статичну 
обмінну ємність [8]. 

Використовували хімічні реактиви марки 
«ч.д.а».

Характеристики досліджених зразків вугілля 
наведено в табл. 1.

Таблиця 1. Характеристики дослідженого вугілля

Марка
вугілля

СОЄ,
мг-екв/г

Vs,
см3/г

Sпит,
м2/г

КАВ 0,25 0,50 1070
КАВо 1,30 0,85 1850
СКН 1,20 1,25 1950
СКНо 1,40 1,15 1930
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Досліджено, кількісно оцінено та порівняно каталітичну активність нативного ферменту амі-
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ферментативних реакцій для кількісної оцінки амілазної активності вуглецевих сорбентів, зокрема 
розраховано константи Міхаеліса. Показано, що активованe вугілля і його модифіковані та сольові 
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поверхні зразків вугілля збільшує каталітичну активність КАВо та СКН. Іммобілізація ферменту на 
поверхні сорбентів КАВ та СКНо призводить до інактивації комплексу вугілля-фермент. Визначено, 
що наявність іонів (Н+, К+ Na+, Mg2+, Zn2+, Cu2+) на поверхні вугілля відіграє суттєву роль у 
маніфестації амілазоподібної каталітичної активності. Показано, що найактивнішими є мідна та 
цинкова форми.
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Методи дослідження

Реакцію розкладання крохмалю досліджували 
при 298 К у термостатованій комірці з перемішу-
ванням. Об’єм розчину крохмалю в кожному до-
сліді становив 100 мл, об’єм розчину ферменту – 
0,1 мл, наважки вугілля – 0,5 г, кількість вугілля 
з адсорбційно іммобілізованою амілазою – 0,2 г. 

У кінетичних експериментах використовува-
ли водні розчини крохмалю різних концентрацій 
(%): 0,4; 0,6; 0,8; 1; 1,2.

Аналіз зміни концентрації крохмалю в часі 
аналізували при періодичному відборі проб (по 
0,5 мл), дослід тривав 40–180 хв. Концентрацію 
крохмалю у кінетичних експериментах визнача-
ли колориметричним методом у реакції між крох-
малем та йодом з утворенням забарвленої сполу-
ки синього кольору, при дослідженні активності 
сольових форм вугілля СКН – за збільшенням 
концентрації продукту реакції гідролізу крохма-
лю – глюкози. Для визначення концентрації глю-
кози використовували глюкозооксидазний метод.

Під час дослідження припускали, що в реакції 
розкладання крохмалю активоване вугілля та йо-
го модифіковані форми виступають як ферменти, 
тому розрахунки активності сорбентів проводи-
ли згідно із законами ферментативної кінетики. 
Активність зразків кількісно оцінювали констан-
тою Міхаеліса [9], яку визначали за кінетичними 
кривими зміни концентрації крохмалю у реак-
ційному середовищі. Для визначення константи 
Міхаеліса знаходили початкову швидкість реак-
ції за різних концентрацій субстрату. З графіка 
залежності 1/V0 від 1/[C] шляхом екстраполяції 
прямої до перетину з віссю абсцис розраховува-
ли величини Km и Vмакс за формулою:

.

Амілазну активність вуглецевих сорбентів 
порівнювали з активністю нативної амілази.

Результати та їх обговорення

Для виявлення амілазоподібної активності 
вуглецевих матеріалів було досліджено кінетику 
розкладання крохмалю вихідним (а), окисненим 
(б), та у сольовій формі (в) вугіллям СКН залеж-
но від рН-розчину (рис. 1). Встановлено, що най-
більш активним у цій реакції є вугілля СКН-Н+ 
при рН 7,5. Вже за 60 хв вугілля гідролізує крох-
маль до вмісту глюкози 0,9 ммоль/л. Для 
порівняння, за тих самих умов, 0,5 мл ферменту 
α-амілази із активністю 103 од.ак/1мл гідролі-
зує крохмаль до вмісту глюкози приблизно 
3,5 ммоль/л. Активоване вугілля проявляє мен-
шу амілазну активність із максимумом при 
рН 4,7. За тих самих умов вміст глюкози сягає 
0,2 ммоль/л. СКН-К+ також проявляє найбільшу 

активність при рН 7,5. Активність цієї форми ву-
гілля практично така ж, як у попереднього мате-
ріалу. З наведених даних (виходячи із залежності 
амілазної активності від рН-розчину) можна зро-
бити висновок, що механізм амілазної активнос-
ті у вугілля СКН-Н+ та СКН-К+ схожий. Швидше 
за все, наявність іонів Н+ та К+ на поверхні вугіл-
ля відіграє суттєву роль у маніфестації амілазної 
активності. Аналогічним чином дослідили ак-
тивність сольових форм Na+, Mg2+, Zn2+, Cu2+ ву-
гілля СКН. Показано, що найактивнішими є мід-
на та цинкова форми. 

а

б

в
Рис. 1. Кінетика утворення глюкози при гідролізі крох-
малю вугіллям СКН (а), СКН-Н+ (б), СКН-К+ (в) залежно 
від рН-розчину
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Проведені дослідження спонукали авторів до 
кількісної оцінки та порівняння активності до-
сліджуваних об’єктів із застосуванням законо-
мірностей ферментативного каталізу.

Кінетика розкладання крохмалю об’єктами 
дослідження

Було досліджено кінетику розкладання крох-
малю нативною амілазою (рис. 2) та досліджува-
ними об’єктами. Як приклад наведено кінетичні 
криві розкладання крохмалю вугіллям СКН 
(рис. 3) та іммобілізованою на ньому амілазою 
(рис. 4). Аналіз кінетичних кривих показав, що 
на перших хвилинах крохмаль взаємодіє із по-
верхнею адсорбенту, і його концентрація в роз-
чині знижується. В процесі взаємодії крохмалю 
з вугіллям відбувається його гідроліз до макро-
частин, кожна з яких самостійно взаємодіє з роз-
чином йоду. Тому спостерігається збільшення 
концентрації крохмалю в розчині. Через деякий 
час продукти гідролізу стають настільки мали-
ми, що не утворюють забарвлену сполуку при 
взаємодії з йодом [10].

Рис. 2. Кінетика гідролізу крохмалю нативною 
амілазою

Рис. 3. Кінетика гідролізу крохмалю вугіллям СКН

Із кінетичних кривих гідролізу крохмалю бу-
ло розраховано Km (наведено у табл. 2) дослідже-
них каталізаторів, що дозволило розташувати їх 
у порядку зниження активності:

КАВо + Ам. > Амілаза > КАВ > 
СКНо > СКН + Ам. > СКН, СКНо + Ам. > 

>КАВ + Ам. > КАВо.

Рис. 4. Кінетика гідролізу крохмалю вугіллям СКН з ад-
сорбційно іммобілізованою амілазою

Таблиця 2. Константи Міхаеліса–Ментен для дослі-
джуваних систем

Вугілля Km, мМ
СКН 200 (R2=0,995)
СКН + Амілаза 150 (R2=0,980)
СКНо 125 (R2=0,943)
СКНо + Амілаза 200 (R2=0,930)
Амілаза 99(R2=0,954)
КАВ 117 (R2=0,930)
КАВ + Амілаза 286 (R2=0,951)
КАВо 333 (R2=0,950)
КАВо + Амілаза 75 (R2=0,860)

Встановлено, що всі досліджені зразки вугіл-
ля виявляють амілазну активність. При цьому, 
вугілля КАВ активніше, ніж СКНо, СКН та 
КАВо. Окиснення вуглецевої поверхні призво-
дить до збільшення амілазоподібної активності 
вугілля типу СКН, тоді як окиснення поверхні 
вугілля типу КАВ зменшує його каталітичну ак-
тивність у реакції розкладання (гідролізу) крох-
малю. Адсорбційна іммобілізація амілази підви-
щує активність КАВо та СКН. При цьому іммо-
білізація на поверхні КАВ та СКНо призводить 
до інактивації комплексу вугілля-фермент. 

Ймовірно, внаслідок того, що КАВ – макро-
пористий матеріал, на відміну від СКН, амілаза 
при іммобілізації дифундує в пори і стає недо-
сяжною для макромолекул крохмалю. При цьо-
му доступна поверхня вугілля зменшується і не 
бере участі в гідролізі. При іммобілізації амілази 
на окисненій поверхні КАВо інактивація фер-
менту внаслідок конформаційних змін, радше за 
все, не відбувається або відбувається меншою 
мірою, ніж на поверхні активованого КАВ. Та-
ким чином, окиснення запобігає конформацій-
ним змінам ферменту на поверхні внаслідок на-
явності електростатичної взаємодії кисневміс-
них груп сорбенту із зарядженими групами 
ферменту. 

Висновки

Досліджено, кількісно оцінено та порівняно 
каталітичну активність нативного ферменту амі-
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лаза, активованого та окисненого вугілля марок 
СКН та КАВ, сольових форм вугілля СКН, фер-
менту амілаза, адсорбційно іммобілізованого на 
вугіллі в реакції розкладання (гідролізу) крохма-
лю різної концентрації. 

Встановлено, що наявність іонів Н+, К+ Na+, 
Mg2+, Zn2+, Cu2+ на поверхні вугілля відіграє сут-
тєву роль у маніфестації амілазної активності. 
Показано, що найактивнішими є мідна та цинко-
ва форми.

Застосовано закони кінетики ферментатив-
них реакцій для кількісного оцінювання амілаз-
ної активності обраних об’єктів шляхом розра-
хунку констант Міхаеліса із кінетичних кривих 

розкладання крохмалю в інтервалі концентрації 
субстрату 0,4–1,2 %.

Показано, що як активоване вугілля, так і йо-
го окиснені форми вивляють амілазну активність. 
Досліджені каталізатори розташовано у порядку 
зниження активності КАВо+Ам. > Амілаза > 
КАВ > СКНо > СКН+Ам. > СКН, СКНо+Ам. > 
>КАВ+Ам. > КАВо.

Встановлено, що адсорбційна імобілізація 
амілази на поверхні зразків вугілля збільшує 
каталітичну активність КАВо та СКН. Іммобілі-
зація ферменту на поверхні КАВ та СКНо при-
зводить до інактивації комплексу вугілля-
фермент. 
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T. Dmytrenko, N. Koval, O. Bakalinska, N. Kartel 

AMYLASE ENZYME-LIKE ACTIVITY 
OF CARBON MATERIALS OF SCN AND KAU TYPES 

Catalytic activity of native enzyme amylase, activated and modifi ed (oxidized in H-form) carbon adsorb-
ents of SCN and KAU type, some salt forms of SCN carbon material, amylase immobilized by adsorption on 
carbon surface in decomposition reaction (hydrolysis) of different concentration starch (0,4–1,2 %) were 
investigated, numerically evaluated and compared. The kinetic of starch decomposition on selected objects 
is investigated by the calculation of Michaelis-Menten constant Showed that both activated carbon and its 
oxidized forms reveal amylase activity. Catalysts are posted according to the decrease of their activity. It 
was shown that adsorptive immobilization of amylase on the surface of active carbons increases the cata-
lytic activity of KAUo and SCN. Immobilization of enzyme on the surface of KAU and SCNo leads to inacti-
vation of enzyme-active carbon complex. It was determined, that some ions (Н+, К+, Na+, Mg2+, Zn2+, Cu2+) 
on the carbon surface play essential role in manifestation of amylase like catalytic activity. Copper and Zink 
salt forms are more active. 

Keywords: catalysis, amylase activity, carbon adsorbents.
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