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  Аннотация. Предложен гетерогенный биокатализатор на основе инулиназы, иммобилизован-
ной на неионогенном сорбенте Стиросорб. Проведена термическая и кислотная инактивация сво-
бодной и иммобилизованной инулиназы. Рассчитаны соответствующие значения констант инак-
тивации. Выявлено увеличение термостабильности иммобилизованного фермента по сравнению 
со свободным. С помощью метода ИК спектроскопии рассмотрено влияние термоинактивации на 
структуру фермента.
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вация.

Abstract. The heterogeneous biocatalyst based on inulinasе immobilized on the non-ionogenic sorbent 
of Stirosorb was proposed. Investigation of thermic and acid inactivation of free and immobilized inulinasе 
was carried out. The corresponding values of the inactivation constants were rated. Increase of thermal sta-
bility of the immobilized ferment compared to the free one was exposed. The effect of thermic inactivation 
on enzume structure was examined with the help of the method of IR - spectroscopy.
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В настоящее время в значительной степени 
пересмотрены ранее сформированные подходы 
к производству пищевой продукции. Постепенно 
увеличивается ее качество при возрастающих тре-
бованиях к экологической чистоте производствен-
ных процессов. Внедряются более эффективные 
технологии, основанные на принципиально но-
вых подходах к организации малоотходных и ци-
клических энерго- и ресурсосберегающих про-
изводств. Большое внимание в последние годы 
уделяется процессам получения продуктов из воз-
обновляемого растительного сырья. 

К одному из перспективных направлений пе-
реработки растительного сырья относится выде-
ление фруктозы из инулинсодержащих растений. 
Фруктоза широко применяется в качестве сахаро-
заменителя в диабетическом, диетическом пита-
нии, в пищевой и фармацевтической промышлен-
ности. Получение фруктозы из инулина возможно 
путем кислотного или ферментативного гидроли-
за. В отличие от кислотного гидролиза фермента-
тивный процесс превращения инулина с помощью 

инулиназы (2,1-β-D-фруктан-фруктаногидролаза, 
КФ 3.2.1.7) является гораздо экологичнее, про-
текает при более низкой температуре и требу-
ет меньшей концентрации ионов водорода. При 
этом не образуется побочных продуктов, которые 
осложняют выделение и очистку фруктозы. Рас-
щепление инулинсодержащего сырья с исполь-
зованием инулиназы позволяет получить в одну 
стадию 95%-ый фруктозный сироп [1]. 

Общепризнано, что при промышленном 
масштабировании каталитических процессов 
гетерогенный режим их проведения является 
экономически более выгодным по сравнению с 
гомогенными технологиями, так как при этом зна-
чительно упрощается и удешевляется весь произ-
водственный цикл. Иммобилизация способствует, 
прежде всего, многократному использованию ге-
терогенных биокатализаторов и повышению их 
устойчивости к денатурирующим факторам сре-
ды [2-3].

Ранее нами были представлены данные по 
иммобилизации инулиназы на сверхсшитом сор-
бенте Стиросорб [4]. Целью настоящей работы 
является исследование процессов кислотной и 
термической инактивации полученного биоката-
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лизатора при ферментативном гидролизе инули-
на. 

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Объектами исследования являлись препара-
ты свободной и иммобилизованной инулиназы 
Aspergillus awamori ВКМF 2250, в качестве суб-
страта использовался инулин («Spofa», Прага). 
Носителем фермента служил сверхсшитый неио-
ногенный сорбент на основе стирола с дивинил-
бензолом – Стиросорб (Sуд.= 910 м2/г) [5]. 

 Иммобилизацию осуществляли адсорбцион-
ным методом в статических условиях при темпе-
ратуре 20оС при периодическом перемешивании в 
течение 4 часов. Общее количество белка в натив-
ных ферментных препаратах определяли методом 
Лоури, в иммобилизованных ферментах – моди-
фицированным методом Лоури [6]. Десорбция 
белка в буферные растворы составляла не более 
2%. Стандартное отклонение полученных резуль-
татов не превышало величину 0,01. 

Определение активности ферментных препа-
ратов проводили в термостатируемом реакторе с 
перемешиванием. Каталитическую активность 
измеряли фотометрическим методом по реакции 
Селиванова с помощью резорцина [7]. Актив-
ность инулиназы рассчитывали по формуле:

,
180bt

aA =

где А – каталитическая активность, ед/мг белка; 
a – количество образовавшейся фруктозы, мкг; b 
– концентрация фермента в реакционной смеси, 
мг/мл гидролизата; t – время гидролиза, мин; 180 
– молекулярная масса фруктозы. При расчете ак-
тивности иммобилизованного фермента учитыва-
ли содержание белка в 1 г носителя.

В работе были исследованы препараты иммо-
билизованной инулиназы с содержанием белка 
25.5 мг/г носителя и активностью 10.8 ед/мг.

Для исследования цикличности действия ге-
терогенного биокатализатора носитель с иммо-
билизованным ферментом (100 мг) помещали в 
пробирки с субстратом (10 мл 5·10-4М раствора 
инулина) и проводили гидролиз, меняя через каж-
дый час субстрат и измеряя каталитическую ак-
тивность.

Термическую и кислотную инактивацию на-
тивного и иммобилизованного ферментов про-
водили термостатированием в 0.1 М ацетатном 
буфере при рН 3.0 – 6.0, температурах 40–70 °С. 

Для этого в пробирки помещали соответственно 
по 10 мл раствора инулиназы и навески 100 мг 
иммобилизованного препарата, добавляли по 10 
мл ацетатного буфера. Растворы инкубировали 
при данных условиях и через определенные про-
межутки времени определяли остаточную актив-
ность образцов по отношению к исходному рас-
твору с концентрацией инулина 5·10-4 М. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ 
ОБСУЖДЕНИЕ

Одним из основных свойств гетерогенных 
биокатализаторов является каталитическая актив-
ность, которая, как правило, при иммобилизации 
уменьшается из-за структурно-функциональ-
ных свойств белка и диффузионных затруднений 
при подходе субстрата к каталитическим груп-
пам активного центра фермента. При сравне-
нии свойств свободного и иммобилизованного 
ферментных препаратов (табл.1) было отмечено, 
что иммобилизация приводит к незначительному 
уменьшению Vmax реакции гидролиза инулина и 
увеличению константы Михаэлиса Кm, что сви-
детельствует о сохранении нативной структуры 
белка при адсорбционной иммобилизации. Нами 
было выявлено, что кислотный и температурный 
оптимумы для иммобилизованной на Стиросорбе 
инулиназы совпадают с таковыми для свободного 
фермента.

Таблица 1
Физико-химические свойства свободной и иммобили-

зованной инулиназы
Определяемая харак-

теристика
Свободная
инулиназа

Иммобилизован-
ная инулиназа 

рН-оптимум 
активности 4.5-5.0 4.5-5.0

Температурный опти-
мум активности,оС 50-55 50-55

Vmax, мкмоль мг/мин 13,84 12.51

Кm·10–4, моль/л 1.92 2.53
Кол-во циклов 1 11
Константа скорости 
термоинактивации 
при хранении 1 год, 
k·10-3, мин -1 

2.96 0.58

Активность иммобилизованной инулиназы 
на Стиросорбе составляет 91% от активности на-
тивного фермента. Несмотря на некоторое сни-
жение активности фермента при иммобилизации, 
интегральная активность, которая определяется 
суммарным количеством полученной фруктозы, 
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значительно выше. Кроме того, гетерогенный 
биокатализатор можно использовать в среднем 
10 циклов, при этом активность после десяти ре-
акционных циклов составляет 13% от исходной 
активности инулиназы. При хранении иммоби-
лизованного фермента при температуре 0–2 °С 
наблюдалось незначительное снижение каталити-
ческой активности по истечении 1 года, что сви-
детельствует об эффективности предложенного 
способа иммобилизации.

При разработке эффективных методов исполь-
зования фермента необходимо учитывать его тер-
мо- и рН-стабильность. Денатурирующие воздей-
ствия температуры и рН среды в водных растворах 
взаимосвязаны, поэтому их действие в большин-
стве случаев рассматривается как совместное. 
Определяющую роль в инактивации при низких 
температурах выполняют ионы водорода, при вы-
соких температурах – тепловая энергия [8]. В про-
изводственных условиях с целью увеличения за-
данной степени конверсии субстрата и обеспечения 
бактерицидных условий ферментативный гидро-
лиз инулина проводят при температуре 50-55 °С. 

На рис.1 представлена динамика процесса 
инактивации свободного и иммобилизованно-
го фермента при температурах 60-70 °С и рН 
4.7, соответствующему максимальной активно-
сти инулиназы Aspergillus awamori. Увеличение 
температуры до 70 °С приводит к более резкому 
уменьшению активности инулиназы. При этом 
процент сохранения активности свободной ину-
линазы после часа инкубации составляет 13%, 
иммобилизованной – 38% от первоначальной ак-
тивности. Это, вероятно, связано с тем, что при 
сравнительно невысоких температурах происхо-
дит разрушение, главным образом, водородных 
связей. При повышении температуры от 60 до 70 
°С скорость инактивации увеличивается, посколь-
ку тепловая энергия вызывает разрушение элек-
тростатических и гидрофобных взаимодействий, 
которые вносят больший вклад в стабильность 
белков. В результате этого возникает более глубо-

кое развертывание полипептидной цепи [9]. 
Количественной характеристикой процесса 

денатурации белка является константа скоро-
сти инактивации [10]. Инактивация ферментов в 
большинстве случаев является реакцией первого 
порядка и описывается уравнением:

,
][
][

lg303,2
À
À

k o

τ
=

где k – константа инактивации, мин-1; [Аo] – ис-
ходная активность инулиназы, принятая за 100%; 
[А] – активность фермента в момент времени τ, в 
% от исходной; τ – время, мин.

Рис. 1 Кинетические кривые термоинактива-
ции свободной (2,4) и иммобилизованной (1,3) 
инулиназы при 60 и 70 °С, соответственно: А – 
активность (% от максимальной); t – время инку-
бации, мин.

Таблица 2
Влияние температуры и рН среды на константу скорости инактивации свободной (I) и 

иммобилизованной (II) инулиназы

Температура, оС
k·10-3, мин -1 при рН

3.2 4.0 4.7 6.2
I II I II I II I II

40 22.88 7.09 3.68 1.20 1.92 0.67 16.40 4.05
50 29.24 12.82 8.70 4.74 7.11 3.08 21.04 7.63
60 46.43 21.81 15.54 6.61 12.13 5.65 26.56 12.82
70 57.87 28.30 38.02 19.87 33.67 15.97 49.44 26.56

Сравнительный анализ совместного действия 
рН и температуры на активность свободной и им-
мобилизованной инулиназы показал, что связы-
вание фермента с носителем приводит к повыше-
нию устойчивости белковой макромолекулы. Для 
иммобилизованного фермента отмечено умень-
шение константы инактивации по сравнению с 
нативным ферментом при всех рассматриваемых 
условиях (табл.2).

Методом ИК спектроскопии исследовано вли-
яние денатурирующих факторов среды на кон-
формацию белка. Соотношение типов вторичной 
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структуры в белке определяли, исходя из закона 
Бугера-Ламберта-Бера. Для анализа использова-
ли полосу Амид II, хорошо проявляющуюся как 
в спектрах свободной, так и иммобилизованной 
инулиназы [11]. Результаты расчета типов вто-
ричной структуры (табл.3.) для свободного и 
иммобилизованного фермента показывают, что 
конформация инулазы при иммобилизации почти 
не изменяется. На спектрограммах фермента при 
инактивации (70 °С) в течение 30 мин отмечено зна-
чительное увеличение процентного содержания 
неупорядоченной структуры белка, причем для 
свободной инулиназы в большей степени, чем для 
иммобилизованной. Можно предположить, что 
при связывании с носителем происходит повыше-
ние жесткости третичной структуры, препятству-
ющей деформационному разворачиванию белко-
вой макромолекулы. Поэтому чувствительность 
иммобилизованной инулиназы к изменению pH и 
температуры меньше, чем у нативного фермента.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изучено влияние температуры и концентра-

ции ионов водорода на активность свободной и 
иммобилизованной на Стиросорбе инулиназы. 
Установлено, что гетерогенный биокатализатор 
отличается большей устойчивостью к денатури-
рующим факторам среды (Т, рН), чем гомоген-
ный. Полученные данные могут быть использо-
ваны для количественной оценки стабильности 
иммобилизованного фермента в производствен-
ных условиях в реакциях биокаталитического 
превращения инулиносодержащего сырья.
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Кислотная и термическая инактивация инулиназы

Таблица 3
Содержание типов вторичной структуры свободной и иммобилизованной инулиназы в процентах (%)

Конформация ν, см-1 I II III IV
a 1521 29 25 14 18
β-слои 1538 28 24 9 17
Неупорядоченная структура 1548 43 51 77 65

I,II – инулиназа нативная и иммобилизованная, III,IV- после инактивации, соответственно.
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