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Представлены объединенные результаты исследо�
ваний процесса сорбции кокарбоксилазы на катио�
нитах и анионитах различной структуры с целью
подбора эффективного и доступного сорбента для
разработки технологии выделения и очистки ко�
карбоксилазы. Установлено что, сорбенты ABER
HPR 1100, MN�500, КУ�2�20, S950, А�847, А�100, А�
600 превосходят традиционный КУ�23 по боль�
шинству показателей. Наиболее перспективным
для создания импортонезависимой технологии яв�
ляется применение сульфокатионита отечествен�
ного производства КУ�2�20.

Ключевые слова: анионит; диабет; изотерма; кати�
онит; кокарбоксилаза; сердечно�сосудистые забо�
левания; сорбент; сорбция; тиаминдифосфат; тиа�
минпирофосфат.

The paper presents the combined results of experience
to study the cocarboxylase sorption process on cation
and anion exchangers of various structures in order to
select an effective and affordable sorbent for
cocarboxylase isolation and purification technology
development. The sorbents ABER HPR 1100, MN�
500, KU�2�20, S950, A�847, A�100, A�600 surpass the
traditional KU�23 in most indicators. The use of
domestically produced sulfonic cation exchanger KU�
2�20 is the most promising for an import�independent
technology creation.
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Кокарбоксилаза (тиаминдифосфат, ТДФ, ти�
аминпирофосфат, ТПФ) – дифосфорный эфир
витамина В1 (тиамина). ТДФ является составной
частью целого ряда ферментов в организме, его
дефицит способствует развитию кетоацидоза,
приводит к нарушениям периферической чув�
ствительности, невралгиям, слабости сердечной
мышцы 1, 2. Кокарбоксилазу в форме гидрохлори�
да применяют в составе комплексной терапии для
лечения диабетической полиневропатии у паци�
ентов с сахарным диабетом, при нарушениях сер�
дечного ритма, недостаточности коронарного кро�
вообращения 3; показана возможность примене�
ния кокарбоксилазы в терапии онкологии 4, 5. Сер�
дечно�сосудистые заболевания, сахарный диабет,
рак являются основной причиной смертности на�
селения в мире, в связи с чем Всемирная организа�
ция здравоохранения стимулирует и поддержива�
ет принятие мер по улучшению обеспечения насе�

ления лекарственными препаратами для лечения
данных заболеваний 6–10.

Согласно традиционной технологии кокар�
боксилазу получают путем фосфорилирования
тиамина с помощью пирофосфорной кислоты и
фосфорного ангидрида. В результате фосфори�
лирования образуется смесь, содержащая близкие
по структуре соединения: тиамин, моно�, ди� и три�
фосфорные эфиры тиамина. Выделение дифосфор�
ного эфира (кокарбоксилазы) из данной смеси про�
водят хроматографическим методом на полимер�
ном сорбенте – сульфокатионите КУ�23 11.
Данная технология характеризуется рядом недо�
статков: низкий выход целевого продукта; сорбент
КУ�23 не производится на территории России, и в
настоящее время его поставки в Россию затрудне�
ны. Актуальным является поиск путей усовер�
шенствования традиционной технологии.

В настоящее время на рынке присутствует
большое количество высокоэффективных сорбен�
тов, в том числе отечественного производства,
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применение которых для выделения кокарбокси�
лазы изучено недостаточно. Многие из них обла�
дают сходной структурой и свойствами с КУ�23, 
предположительно могут превосходить его по 
большинству показателей и послужить эффектив�
ной заменой труднодоступного сорбента на произ�
водстве. 

Цель настоящей работы – подбор сорбента 
для разработки сорбционно�хроматографической 
технологии выделения и очистки кокарбоксилазы. 

Материалы и методы 

В качестве объектов исследования использо�
вали следующие сорбенты: макропористый суль�
фокатионит MN�500, макропористый хелатный 
сорбент S950, сульфокатиониты гелевой структуры 
ABER HPR 1100 и КУ�2�20, аниониты: гелевый А�
847, макропористый А�100 (функциональные 
группы – третичный амин) и гелевый А�600 
(функциональные группы – четвертичный аммо�
ний).  Исследование проводили на модельном рас�
творе кокарбоксилазы, полученном из субстанции 
производства ООО «Компания «ДЕКО», и мо�
дельном растворе тиамина (Sigma�Aldrich). 

В статических условиях сорбцию кокарбокси�
лазы проводили при соотношении 2 мг сорбента на 
1 мл раствора, температуре 20–22 оС, постоянном 
перемешивании на шейкере BioSan ES�20/60 в те�
чение 24 ч. Для подбора условий предварительно 
провели процесс при концентрации исходного рас�
твора 12 мг/мл и значениях рН раствора 0.0–12.0. 
Определяли равновесную концентрацию кокар�
боксилазы в растворах (Сравн, мг/мл), рассчитыва�
ли емкость сорбции (Q, мг/г) и строили графики 
зависимости Q = f(рН). 

Исследование равновесных параметров сорб�
ции кокарбоксилазы на анионитах проводили при 
концентрации исходного раствора кокарбоксилазы 
2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, мг/мл и рН = 7.5. Опреде�
ляли равновесную концентрацию кокарбоксилазы 
в растворах, рассчитывали емкость сорбции и 
строили изотермы сорбции в координатах Q = 
f(Сравн). Рассчитывали коэффициент распределе�
ния (Kd, мл/г) как тангенс угла наклона секущей к 
точке изотермы сорбции, соответствующей макси�
мальной емкости сорбции при равновесии. 

Кинетику сорбции исследовали в аналогич�
ных условиях, концентрация исходного раствора 
кокарбоксилазы составляла 12 мг/мл. Отбирали 
пробы раствора для определения концентрации 
кокарбоксилазы через 1, 3, 5, 7, 10, 20, 30, 45, 60, 90, 
120, 150 мин от начала эксперимента, рассчитыва�
ли степень завершенности процесса F и строили 
кинетические кривые – зависимости степени  
 

завершенности от времени процесса в координатах  
F = f( t ). Рассчитывали коэффициент диффузии 

(D , м2/с) по формуле: 
2tan чD A dα= ⋅ ⋅ ,  

где А – числовой коэффициент, зависящий от фор�
мы зерна сорбента (A = π/144); 
 α – угол наклона начального прямолинейного 

участка кинетической кривой; 
 dч – диаметр частицы сорбента, м. 

 
Сорбцию кокарбоксилазы и тиамина из мо�

дельных растворов в динамических условиях про�
водили при исходных концентрациях растворов  12 
мг/мл на колонке 1.5×10 см, температура составля�
ла 20–22 оС. При сорбции на катионитах использо�
вали следующие условия: рН сорбции 0.0, раствор 
для промывки колонки после нанесения пробы – 1 
н. НСl, элюент – буферный раствор ацетата аммо�
ния рН = 5.5 (согласно заводской технологии). Ус�
ловия при сорбции на анионитах: рН сорбции 7.5, 
раствор для промывки колонки – буферный рас�
твор Трис�HCl (рН = 7.5), элюент – 0.05 М раствор 
NaCl в Трис�HCl�буфере. Скорость пропускания 
раствора составляла 1.5 мл/мин. На выходе из ко�
лонки отбирали фракции по 2 мл, определяли в 
них концентрацию кокарбоксилазы и тиамина. 

Определение концентрации кокарбоксилазы и 
тиамина в растворах проводили спектрофотомет�
рически на основании калибровочной зависимости 
концентрации вещества от оптической плотности 
раствора при длине волны 245 нм. Для измерения 
оптической плотности использовали спектрофото�
метр СФ�2000.  

Проведена статистическая обработка всех 
экспериментальных данных, далее указаны значе�
ния с соответствующими доверительными интер�
валами, рассчитанными по критерию Стьюдента. 
Все эксперименты проводились не менее чем в трех 
повторностях. Для подтверждения воспроизводи�
мости и достоверности результатов рассчитывали 
стандартное отклонение среднего результата и 
контрольный критерий однородности выборки. 
Значение доверительной вероятности составило 
0.95. 

Результаты и их обсуждение 

На рис. 1 представлены зависимости емкости 
сорбции кокарбоксилазы на анионитах от рН  
раствора. 

Из рис. 1 следует, что сорбцию кокарбоксила�
зы на исследуемых анионитах необходимо прово�
дить при рН = 7.5, так как в этом случае емкость 
сорбции наибольшая. 
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Рис. 1. Зависимость емкости сорбции кокарбоксилазы
от рН раствора: 1 – А�847; 2 – А�100; 3 – А�600

На основании анализа равновесных и кине�
тических параметров сорбции кокарбоксилазы на
различных катионитах нами были отобраны четы�
ре сорбента, обладающие высокой емкостью, из�
бирательностью и скоростью сорбции и превосхо�
дящие используемый в традиционной технологии
КУ�23 по большинству показателей, а также суль�
фокатиониты ABER HPR 1100, MN�500, КУ�2�20
и макропористый хелатный сорбент S950. В на�
стоящей работе также представлены результаты
аналогичных исследований сорбции также и на
анионообменных сорбентах, поскольку предпола�
гается изучение возможности хроматографичес�
кого разделения тиамина и его эфиров в производ�
ственных условиях за счет различного количества
фосфатных групп в их молекулярной структуре.

В результате исследования равновесных
параметров сорбции кокарбоксилазы на анионитах
были получены изотермы, представленные на рис. 2.
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Рис. 2. Изотермы сорбции кокарбоксилазы на сорбен�
тах: 1 –А�847; 2 – А�100; 3 – А�600

Из рис. 2 видно, что изотермы, полученные
при сорбции кокарбоксилазы на сорбентах А�847,
А�100, А�600 имеют вид изотерм Ленгмюра 12, что
говорит о статистическом распределении молекул
на сорбенте: каждая молекула сорбируется на от�
дельном сорбционном центре, молекулы распола�
гаются плотно друг к другу, но при этом не взаи�
модействуют между собой.

В табл. 1 представлены максимальные емкос�
ти исследуемых анионитов и рассчитанные коэф�
фициенты распределения.

Таблица 1
Результаты экспериментов по изучению

равновесных параметров сорбции
кокарбоксилазы

Сорбент 
Максимальная  
емкость сорбции  

Q, мг/г 

Коэффициент  
распределения  

Kd, мл/г 
ABER HPR 1100 1420.24 ± 71.00 314.20 ± 0.50 
MN-500 1364.31 ± 68.20 177.18 ± 0.50 
А-847 1296.57 ± 64.80 287.92 ± 0.50 
А-100 1229.32 ± 61.50 350.23 ± 0.50 
S950 963.10 ± 48.20 115.27 ± 0.50 
А-600 901.15 ± 45.10 219.26 ± 0.50 
КУ-2-20 622.33 ± 31.12 105.30 ± 0.50 
КУ-23 290.64 ± 14.50 36.38 ± 0.50 

Коэффициент распределения Kd характери�
зует избирательность сорбции 13, оценка которой
важна для данного исследования, поскольку необ�
ходимо подобрать сорбент для эффективного раз�
деления веществ, близких по строению к кокар�
боксилазе. Показано, что все исследуемые сорбен�
ты обладают более высокой емкостью и избира�
тельностью сорбции, чем используемый в
настоящее время КУ�23. Наибольшие значения
емкости и коэффициента распределения харак�
терны для ABER HPR 1100, А�847 и А�100.

Результаты исследования кинетики процес�
са сорбции представлены в виде кинетических
кривых на рис. 3 и рассчитанных значений коэф�
фициента диффузии в табл. 2.

Из табл. 2 видно, что исследуемые сорбенты
обладают сравнимыми значениями коэффициен�
тов диффузии. Наибольшее значение коэффици�
ента получено для КУ�2�20, следовательно, дан�
ный сорбент обладает наиболее высокой скорос�
тью сорбции 12. Коэффициенты диффузии для
сорбентов S950, A�847, A�100, ABER HPR 1100,
A�600 на один, а для MN�500 – на два порядка
ниже, чем у КУ�23.
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Рис. 3. Кинетические кривые сорбции кокарбоксилазы
на сорбентах: 1 – А�847; 2 – А�100; 3 – А�600
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Исследован процесс сорбции кокарбоксила�
зы и тиамина из модельных растворов в динами�
ческих условиях. На рис. 4 приведены выбороч�
ные выходные кривые сорбции на катионитах
(рис. 4а) и анионитах (рис. 4б). Внутри групп сор�
бентов, сходных по заряду, графики выглядели
аналогично.

Таблица 2
Результаты экспериментов по изучению

кинетики сорбции кокарбоксилазы

Сорбент 
Коэффициент  

диффузии D , м2/с 

КУ-2-20 (1.9 ± 0.2) ⋅ 10-10 

КУ-23 (4.9 ± 0.2) ⋅ 10-11 

S950 (3.5 ± 0.2) ⋅ 10-12 

A-847 (3.1 ± 0.2) ⋅ 10-12 

A-100 (3.0 ± 0.2) ⋅ 10-12 

ABER HPR 1100 (2.0 ± 0.2) ⋅ 10-12 

A-600 (1.6 ± 0.2) ⋅ 10-12 

MN-500 (8.8 ± 0.2) ⋅ 10-13 

Сорбция кокарбоксилазы и тиамина из мо�
дельных растворов на исследуемых сорбентах со�
ответствует теоретическим закономерностям.
При сорбции на катионитах первым выходит пик
кокарбоксилазы (тиаминдифосфата), на аниони�
тах – пик тиамина, что связано с разностью заря�
да: молекула тиамина не имеет в своем составе от�
рицательно заряженных группировок, вследствие
чего сродство тиамина к катионообменным сор�
бентам больше, а к анионообменным – меньше,
чем у кокарбоксилазы. На хроматограмме наблю�
дается четкое разделение пиков, таким образом,
на исследуемых сорбентах можно проводить про�
цесс отделения тиамина от продуктов реакции
фосфорилирования.

Анализ полученных экспериментальных
данных показал, что сульфокатиониты ABER
HPR 1100, MN�500, КУ�2�20, макропористый хе�
латный сорбент S950 и аниониты А�847, А�100,

А�600 обладают более высокой емкостью и изби�
рательностью сорбции, чем традиционный сор�
бент КУ�23.

а

 

б
Рис. 4. Выходные кривые процесса динамической сор�
бции кокарбоксилазы и тиамина из модельных раство�
ров на сорбентах:
а: – 1 – КУ�2�20, кокарбоксилаза; 2 –  ABER HPR 1100, ко�
карбоксилаза; 3 – ABER HPR 1100, тиамин; 4 – КУ�2�20,
тиамин;
б: 1 – А�847, тиамин; 2 – А�847, кокарбоксилаза

Среди исследуемых сорбентов только КУ�2�
20 превосходит КУ�23 по показателю скорости
сорбции. Следует отметить, что сорбент КУ�2�20
производится в России. Таким образом, для разра�
ботки отечественной импортонезависимой сорбци�
онно�хроматографической технологии наиболее
перспективен выбор сульфокатионита КУ�2�20.
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