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Аннотация. В настоящей работе показана возможность применения гетерогенного биокатализатора в 

реакциях каталитического превращения инулинсодержащего сырья. Связывание ферментов с 

носителями различной природы обуславливает потенциальные возможности для использования 

иммобилизованных ферментов в качестве специфических, регенерируемых, устойчивых к 

денатурирующим факторам среды биокатализаторов. В данной работе в качестве носителей для 

адсорбционной иммобилизации инулиназы использовались стиролдивинилбензольные сверхсшитые 

макропористые сорбенты: катионообменники на основе стирола и дивинилбензола – C100H 

(сильнокислотный), C104 (слабокислотный) и анионообменники – А100 (низкоосновный), А500R 

(высокоосновный). 

Установлено, что количество фермента, связанного с носителями, а также активность 

иммобилизованной инулиназы зависят от концентрации ионов водорода. Показано, что величина 

сорбционного параметра достигает максимального значения при рН 4.7-5.0. Наибольшее количество 

сорбированного белка отмечено для катионообменников C100H (0.95 ммоль/г) и C104 (0.88 ммоль/г). 

Активность полученных гетерогенных биокатализаторов при данном значении кислотности среды 

составляет 64.8-83.5% от активности свободной инулиназы.  

Проведено исследование влияния температуры (в диапазоне 40-70оС) на инактивацию свободной и свя-

занной инулиназы при оптимальном значении рН среды. Рассчитаны кинетические параметры про-

цесса инактивации. Выявлено, что в рассматриваемом температурном интервале константы инактива-

ции и энергия активации иммобилизованной инулиназы ниже по сравнению с нативным энзимом. 

Наблюдаемые закономерности позволяют рекомендовать гетерогенный биокатализатор для дальней-

шего изучения и практического использования. 

Ключевые слова: инулиназа, иммобилизация, каталитическая активность, термическая инактивация, 

константа инактивации, энергия активации. 
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Abstract. This study demonstrates the possibility of using heterogeneous biocatalysts in catalytic 

transformation reactions of inulin-containing raw materials. Binding of enzymes to carriers of different nature 

determines the potential for the use of immobilised enzymes as specific, regenerable, and resistant to denaturing 

environmental factors biocatalysts. In this study, we used styrene-divinylbenzene hypercrosslinked 

macroporous sorbents as carriers for the adsorption immobilisation of inulinase: cation exchangers C100H 

(strongly acidic) and C104 (weakly acidic) based on styrene and divinylbenzene and anion exchangers A100 

(low-basic) and А500R (highly basic). 

It was determined that the amount of enzyme bound to the carriers as well as the activity of immobilised 

inulinase depend on the concentration of hydrogen ions. It was shown that the value of the sorption parameter 

reaches its maximum value at pH 4.7-5.0. We observed the highest amount of sorbed protein using cation 

exchangers C100H (0.95 mmol/g) and C104 (0.88 mmol/g). The activity of the obtained heterogeneous 

biocatalysts at this level of the medium pH is 64.8-83.5% of the activity of free inulinase.  

We also studied the effect of temperature (in the range of 40-70 C) on the inactivation of free and bound 

inulinase at the optimum pH of the medium. The kinetic parameters of the inactivation process were calculated. 

We determined that in the considered temperature range, the inactivation constants and activation energy of 

immobilised inulinase are lower compared to the native enzyme. The observed regularities suggest further 

study and practical use of the heterogeneous biocatalyst. 

Keywords: inulinase, immobilisation, catalytic activity, thermal inactivation, inactivation constant, activation 

energy. 
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Введение 

Одной из актуальных и востребован-

ных задач в настоящее время является со-

здание пищевых продуктов нового поко-

ления с высокоэффективными функцио-

нальными свойствами. Приоритетное 

значение в этом направлении принадле-

жит доступному растительному сырью, в 

т.ч., растениям с сахароснижающим эф-

фектом, разработка и внедрение на их ос-

нове технологии получения пищевых 

продуктов диабетического и профилакти-

ческого назначения. Инулинсодержащее 

растительное сырье считается одним из 

перспективных возобновляемых источ-

ников получения глюкозофруктозного 

сиропа с высоким содержанием фрук-

тозы. Основными преимуществами про-

цесса превращения инулина во фруктозу 

с помощью инулиназы (2,1-β-D-фруктан-

фруктаногидролаза, КФ 3.2.1.7), по срав-

нению с классическим кислотным гидро-

лизом, являются использование реакци-

онной среды с более высоким значением 

рН и более низкой температуры [1-5]. 

Актуальность данной технологии обу-

словлена широким применением фрук-

тозы в пищевой и фармацевтической про-

мышленности. Существенным преиму-

ществом данного моносахарида является 

то, что он почти в два раза слаще сахара, 

имея при этом в два раза меньший глике-

мический индекс, не вызывает аллергиче-

ских реакций, хорошо усваивается без 

участия инсулина [6,7]. 

Необходимыми производственными 

параметрами ферментативного гидро-

лиза являются оптимальная степень кон-

версии субстрата и обеспечение бактери-

цидных условий реакционной смеси, ко-

торые выполняются при температуре 50-
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55оС [8,9]. Однако повышение темпера-

туры может оказать существенное влия-

ние на конформационные изменения 

структуры белка, результатом которых 

является инактивация энзима. 

Использование полимерных, нерас-

творимых в воде сорбентов для адсорбци-

онной иммобилизации ферментов счита-

ется одним из эффективных способов ре-

гуляции чувствительности ферментов к 

изменению физико-химических свойств 

среды. В работах [10-19] описываются 

разные по структуре носители и различ-

ные примеры модификации инулиназы 

(ковалентной иммобилизации, включе-

ния в структуру полимерных гелей, сорб-

ции на носителях и др.), проводится срав-

нение устойчивости к денатурирующим 

факторам среды модифицированных пре-

паратов с нативным ферментом. Однако, 

следует отметить, что в промышленности 

преимущественно применяются гетеро-

генные биокатализаторы на основе био-

макромолекул, адсорбированных на твер-

дых сорбентах [20,21]. 

В данной работе проведено исследова-

ние влияния температуры на процессы 

инактивации свободного и иммобилизо-

ванного на сверхсшитых ионообменниках 

фермента с целью выбора более оптималь-

ного носителя для биокаталитического гид-

ролиза инулинсодержащего сырья. 

Экспериментальная часть 

Объектом исследования в работе явля-

лась инулиназа Aspergillus niger (Sigma 

Aldrich), в качестве субстрата использо-

вали инулин (Spofa). Сорбентами высту-

пали стиролдивинилбензольные ионооб-

менники (Purolite), имеющие удельную 

поверхность до 1500 м2/г и развитую си-

стему макропор [22]: сильнокислотный 

катионообменник C100H с сульфогруп-

пами –SO3H; слабокислотный катионооб-

менник C104, содержащий карбоксиль-

ные группы –СООН; высокоосновный 

анионообменник А-500R с четвертич-

ными аммониевыми основаниями –

N+(CH3)3; слабоосновный анионообмен-

ник А100, содержащий преимущественно 

третичные аминогруппы =N+(CH3)2. Кон-

диционирование сорбентов проводили по 

методике, указанной в [23]. 

Иммобилизацию инулиназы осу-

ществляли в статических условиях 

(t=20±3оС), приводя в контакт навеску 

сорбента массой 1.0000±0.0002 г и рас-

твор фермента на основе ацетатного бу-

фера c концентрацией 2.0∙10-2 ммоль/дм3. 

Диапазон величин рН составил от 3.2 до 

6.0. Время, необходимое для установле-

ния равновесия, – 240 мин. 

Количество сорбированного белка 

определяли спектрофотометрически 

(спектрофотометр Shumadzu UV-2401) по 

разности его содержания в растворе до и 

после сорбции (S=0.01). В ходе 

эксперимента было установлено, что 

количество десорбированного фермента 

в буферный раствор не превышало 1.8%. 

Каталитическую активность 

исследовали методом спектрофотомет-

рии (реакция Селиванова [24]) в 

термостатируемых условиях при посто-

янном перемешивании.  

Для расчета активности инулиназы 

использовали формулу: 

𝐴 =
𝑎

180𝑏𝑡
,
    

(1) 

где А – каталитическая активность, Е/мг; а 

– количество фруктозы, мкмоль; b – 

количество фермента в реакционной 

смеси, мг/см3 гидролизата; t – время 

гидролиза, мин; 180 – молекулярная масса 

фруктозы. 

Исследование термоинактивации фер-

мента (в нативном и иммобилизованном со-

стояниях) проводили в 0.1 М ацетатном бу-

ферном растворе (рН= 4.7, t=40-70оС) по 

следующей методике: смешивали рас-

творы, содержащие одинаковые объемы 

ацетатного буфера, и раствора инулиназы, 

затем добавляли десятикратное количество 

иммобилизованного препарата. В выше 

приведенных условиях проводили инкуба-

цию, затем через определенные проме-
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жутки времени определяли остаточную ак-

тивность образцов (раствор сравнения – 

5·10-4 М инулин). 

Обсуждение результатов 

В процессе иммобилизации следует 

учитывать особенности фермента как ад-

сорбата, которые были отмечены, в част-

ности, и для инулиназы: наличие на по-

верхности молекулы фермента различ-

ных по способности к адсорбционным 

взаимодействиям участков; возможность 

формирования в растворах ассоциатов, 

отличающихся по конфигурации и вы-

ступающих в роли автономных субъеди-

ниц в сорбционных процессах [25].  

Известно, что кислотность среды, в ко-

торой протекает взаимодействие фер-

мента с носителем, оказывает влияние на 

механизм связывания, поскольку содер-

жание протонов в растворе определяет 

заряды функциональных групп сорбента, 

белка и субстрата, а, следовательно, и ки-

нетику диффузионных процессов с их 

участием. 

Активный центр инулиназы содержит 

карбоксильные группы глутаминовой и 

аспарагиновой аминокислот, а также 

группу имидазола в составе гистидина. 

Аспарагиновая кислота способна суще-

ствовать в форме нескольких ионов с 

pK(1)=1.88, pK(2)=9.60, pK(R)=3.65. Изо-

электрическая точка рI (при которой со-

держание цвиттер-иона максимально) 

для аспарагиновой кислоты находится 

при рН=2.98 (схема, рис.1). Гистидин 

(pK(1)=1.70, pK(2)=9.10, pK(R)=6.04, 

pI=7.42) (схема, рис.2) относится к арома-

тическим -аминокислотам со слабо вы-

раженными основными свойствами, обу-

словленными присутствием в молекуле 

остатка имидазола.  

Схема. Структурные формулы бипо-

лярных ионов:  

 
а) аспарагиновой кислоты; 

 
б) гистидина. 

Максимальная величина сорбцион-

ного параметра при поглощении инули-

назы наблюдается в области изоэлектри-

ческой точки белка при рН от 4.7 до 5.2 

(рис.3), при котором сводится к мини-

муму электростатическое отталкивание 

между молекулами. При этом большее 

количество белка адсорбируется на кати-

онообменниках C100H (0.95 ммоль/г) и 

C104 (0.88 ммоль/г), в то время как для 

анионообменников А100, А500R данная 

зависимость выражена слабее.  

Сорбционное поглощение инулиназы 

матрицей сверхсшитых сорбентов сопро-

вождается образованием супрамолеку-

лярных комплексов с возникновением 

связей различной природы [26]. Следует 

отметить, что количество иммобилизо-

 
Рис. 1. Диаграмма ионных форм аспарагиновой кислоты. 

Fig. 1. Diagram of ionic forms of aspartic acid. 
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ванного фермента значительно превы-

шает число сорбционных центров сор-

бата, что обусловлено формированием 

ассоциатов (ди-, тримеров) в его фазе. 

Дифильные рецепторы, в молекулах ко-

торых сочетаются полярные или заря-

женные участки с гидрофобным остат-

ком, который защищает их от гидратации 

и усиливает электростатическое притя-

жение, способствуют множественному 

распознаванию и формированию в мат-

рице носителя структурированных фаз. 

При иммобилизации для каждого зна-

чения рН контролировалась величина ка-

талитической активности гетерогенного 

биокатализатора (рис. 4). При рН 4.7 ак-

тивность препаратов инулиназы, иммо-

билизованной на C100H, составляет 

83.5%, на А500R – 78.4%, С104 – 71.8%, 

А100 – 64.8 % от активности нативной 

инулиназы (2500 Е/г). Разрыв гликозид-

ных связей в молекуле субстрата осу-

ществляется благодаря электрофильно-

нуклеофильной атаке системой кар-

боксил-имидазол инулиназы. Значитель-

ную роль при этом играет фактор гидра-

тации/дегидратации функциональных 

групп фермента. [27].  

Несмотря на то, что доступность ак-

тивного центра фермента для инулина 

после его иммбилизации на ионообмен-

никах значительно снижается и происхо-

дит уменьшение максимальной скорости 

реакции гидролиза инулина и каталити-

ческой активности полученных биоката-

лизаторов, их существенным преимуще-

ством (в сравнении со свободной инули-

назой) является возможность повторного 

применения, что приводит к увеличению 

количества полученного продукта. 

Термостабильность фермента – важ-

нейший фактор, определяющий его прак-

тическое применение в промышленном 

производстве, поскольку в условиях вы-

соких температур значительно возрастает 

скорость реакции, понижается вязкость 

 
Рис. 2. Диаграмма ионных форм гистидина. 

Fig. 2. Diagram of ionic forms of histidine. 

 
Рис. 3. Зависимость количества сорбированной инулиназы (Q, ммоль/г) на C100H (1), 

C104 (2), А500R (2), А100 (3) от рН равновесного раствора. 

Fig. 3. Dependence of the amount of sorbedinulinase (Q, mmol/g) on C100H (1), C104 (2), 

A500R (2), A100 (3) on the pH of the equilibrium solution. 
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раствора и возможность его бактериаль-

ного загрязнения. 

Для оценки термоинактивации был 

выбран препарат на основе инулиназы, 

иммобилизованной на катионообменнике 

C100H, обладающий максимальным зна-

чением каталитической активности среди 

рассматриваемых гетерогенных биоката-

лизаторов. На рис. 5-6 представлены ки-

нетические кривые процесса инактива-

ции фермента в свободной и иммобили-

зованной формах (t=40-70оС, рН 4.7). Ки-

нетика данного процесса удовлетвори-

тельно описывается уравнением первого 

порядка. Константа скорости инактива-

ции является мерой, определяющей сте-

пень стабильности молекулы фермента, и 

может быть вычислена по формуле: 

𝑘 =
2,303

𝜏
𝑙𝑔

[А𝑜]

[А]
,  (2) 

где k – константа инактивации, мин-1; 

[Аo] – исходная активность инулиназы, 

принятая за 100%; [А] – активность 

фермента в момент времени τ, в % от 

исходной; τ – время, мин. 

Используя рассчитанные константы 

инактивации, на основании теории абсо-

лютных скоростей реакций [28,29] были 

оценены значения энергии активации ак-

тивного комплекса при различных темпе-

ратурах (табл.): 

Еакт = 2.303 Rtg,  (3) 
Проведенные исследования показали, 

что во всем изученном интервале темпе-

ратур наблюдается необратимая термои-

нактивация инулиназы. Установлено, что 

в диапазоне температур 40-60оС происхо-

дит постепенное уменьшение каталити-

ческой активности препаратов как сво-

бодного, так и иммобилизованного фер-

мента, что связано, вероятно, с разруше-

нием электростатических и водородных 

связей. Однако, при сопоставлении зна-

чений констант скорости термоинактива-

ции нативного и иммобилизованного 

биокатализатора можно сделать вывод о 

положительном влиянии иммобилизации 

на стабильность инулиназы при темпера-

туре, отличной от оптимальной. Так, при 

60оС константа инактивации после часа 

инкубации для иммобилизованного фер-

мента в 2.5 раза ниже, чем для свободного 

энзима.  

Очевидно, что повышение темпера-

туры приводит к существенным измене-

ниям пространственной структуры белка, 

в связи с чем возрастает энергетический 

  
Рис.4. Зависимость каталитической актив-

ности (А%, в процентах от активности на-

тивной инулиназы) иммобилизованной на 

C100H (1), C104 (2), А500R (3), А100 (4) 

инулиназы от рН равновесного раствора. 

Fig.4. Dependence of the catalytic activity 

(A%, as a percentage of the activity of native 

inulinase) of inulinase immobilized on C100H 

(1), C104 (2), A500R (3), A100 (4) on the pH 

of the equilibrium solution. 

Рис.5.  Кинетические кривые термоинак-

тивации свободной инулиназы: 1 – 40; 

2 –  50; 3 – 60; 4– 65; 5 – 70, °С. А – актив-

ность (% от максимальной); t – время ин-

кубации, мин. 
Fig..5. Kinetic curves of thermal inactiva-

tion of free inulinase: 1 – 40; 2 – 50; 3 – 60; 

4– 65; 5 – 70, °С. A – activity (% of maxi-

mum); t – incubation time, min. 
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барьер реакции катализа, препятствую-

щий образованию фермент-субстратного 

комплекса. Рассчитанное значение энер-

гии активации для инулиназы для низко-

температурной области (табл.), вероятно, 

характеризует процесс диссоциации оли-

гомерной структуры на субъединицы. 

Значительное снижение активности 

фермента отмечено при температуре 

70оС. Спустя 60 мин инкубации свобод-

ная инулиназа сохраняет только 8% от ис-

ходного значения активности, в то время 

как иммобилизованная – 30%. Причиной 

уменьшения активности может служить 

развертывание полипептидной цепи в ре-

зультате разрыва гидрофобных связей, 

отвечающих за стабильность белковой 

глобулы. 

В области температур 65-70оС энергия 

активации фермента в свободном виде 

(414 кДж/моль) более чем в 2 раза больше 

энергии активации связанного фермента 

(211 кДж/моль). Подобные зависимости, 

происходящие в процессе инактивации, 

характерны для иммобилизованной ину-

линазы и других штаммов [30,31]. Можно 

полагать, что сорбционное поглощение 

фермента приводит к возрастанию устой-

чивости его третичной структуры, сниже-

нию вероятности конформационных из-

менений биомакромолекулы. 

Заключение 

Проведено исследование адсорбцион-

ного взаимодействия фермента инули-

назы с полимерными ионообменниками 

различной природы (C100H, С104, 

 
Рис. 6. Кинетические кривые термоинактивации иммобилизованной инулиназы: 1 – 40; 

2 – 50; 3 – 60; 4– 65; 4 – 70, °С. А – активность (% от максимальной); t – время инкубации, мин. 

Fig. 6. Kinetic curves of thermal inactivation of immobilized inulinase: 1 – 40; 2 – 50; 3 – 60; 

4– 65; 4 – 70, °С. A – activity (% of maximum); t – incubation time, min. 
 

Таблица. Кинетические параметры  инактивации свободного и иммобилизованного 

биокатализаторов 

Table. Kinetic parameters of inactivation of free and immobilized biocatalysts 

Температура, оС Инулиназа A, % k·10-3, мин -1 Еакт, кДж/моль 

40 
Свободная 92 1.76 1665 

Иммобилизованная 97 0.84 147.8 

50 
Свободная 72 4.73 190.4 

Иммобилизованная 87 2.08 156.7 

60 
Свободная 58 9.15 221.3 

Иммобилизованная 74 3.85 183.5 

65 
Свободная 18 25.82 325.9 

Иммобилизованная 42 8.74 198.4 

70 
Свободная 8 42.34 413.8 

Иммобилизованная 30 13.88 210.6 

 

А – остаточная активность биокатализатора после часа инкубации (в 

процентах от исходного значения);  k – константа скорости 

инактивацииинулиназы; Е – энергия активации. 

A – residual activity of the biocatalyst after an hour of incubation (as a percentage of the 

initial value); k is the rate constant of inactivation of inulinase; E – activation energy. 
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А500R, А100), изучено влияние темпера-

туры на активность инулиназы в свобод-

ной и иммобилизованной формах.  

Показано, что оптимальными услови-

ями адсорбции является значение 

рН=4.7-5.0, содержание инулиназы в рас-

творе – 2.0∙10-2 ммоль/дм3, позволяющие 

получить продукт – гетерогенный биока-

тализатор с каталитической активностью 

64.8-83.5% (от активности фермента в 

свободном состоянии) и большей устой-

чивостью к денатурирующим факторам 

среды. 
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вестных финансовых конфликтов интере-
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