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Инулиназы (КФ 3.2.1.7 и 3.2.1.80) представляют собой гидролитические ферменты, которые 
разрушают β-1,2-фруктановые связи. Эти биокатализаторы широко используются в промышленном 
производстве фруктозы, фруктозных сиропов и фруктоолигосахаридов. Однако применение свобод-
ных форм ферментов имеет ряд недостатков: низкая термостабильность, сложность разделения мак-
ромолекул биокатализатора и конечного продукта, невозможность повторного использования. Ука-
занные проблемы могут быть решены путем иммобилизации ферментов на нерастворимых носителях. 
В связи с вышеизложенным, целью работы было изучение закономерностей адсорбционной иммоби-
лизации инулиназы на волокнистых полиэлектролитах. 

Проведена адсорбционная иммобилизация инулиназы на волокнистых полиэлектролитах АК-
22, АК-22-1, К-1, К-4 и К-5. Исследовано влияние продолжительности процесса сорбции на количе-
ство иммобилизованного белка и активность гетерогенного катализатора. Адсорбция становится мак-
симальной через 4 часа при концентрации раствора инулиназы 1∙10-7 моль/дм3 и через 2 часа при кон-
центрациях 5∙10-7 и 1∙10-6 моль/дм3. Самая высокая каталитическая способность иммобилизованного 
фермента соответствует наибольшему количеству сорбированного белка. Активность гетерогенного 
биокатализатора составляет от 44.5 до 71.2% от активности нативного фермента. 

Установлено, что в начальный момент процесса иммобилизации идет активное образование 
ассоциатов белка, в результате чего его сорбция резко возрастает, и на кинетической кривой появля-
ется максимум. Однако со временем происходит выделение фермента в фазу растворителя, и на кине-
тической кривой наблюдается спад. Процесс десорбции на этом этапе возможен из-за малой энергии 
взаимодействия между молекулами сорбата и сорбента и, следовательно, слабого закрепления моле-
кул белка на полимере-носителе. Затем, с течением времени, адсорбция становится необратимой. Та-
ким образом, с увеличением продолжительности реакции изменялась не только структура образую-
щихся полиэлектролитных комплексов, но и их состав: в процессе перестройки комплексов происхо-
дит выделение части молекул белка в раствор. Ассоциаты макромолекул инулиназы (при ее концен-
трациях в растворе 1∙10-7, 5∙10-7 и 1∙10-6 моль∕дм3), по-видимому, сорбируются только на поверхности 
носителя, что обеспечивает доступность активных центров фермента и, как следствие, высокую ката-
литическую активность иммобилизованного ферментного препарата. 

С помощью метода инфракрасной спектроскопии было обнаружено, что иммобилизация ину-
линазы происходит вследствие реализации слабых водородных связей и электростатических взаимо-
действий между ферментом и носителем. 

Ключевые слова: инулиназа, иммобилизация, адсорбция, гетерогенный катализатор, катали-
тическая активность. 
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Введение 

В настоящее время возрастает интерес исследователей к промышленным про-
цессам с использованием возобновляемого растительного сырья. Одним из наиболее 
перспективных субстратов для получения фруктозных сиропов являются экстракты 
инулинсодержащих растений. Сироп с высоким содержанием фруктозы – это под-
сластитель, используемый в пищевой промышленности в качестве заменителя саха-
розы. Фруктоза обладает рядом полезных свойств, таких как высокая растворимость, 
влагостойкость, устойчивость к высыханию. Фруктоза в полной мере удовлетворяет 
требованиям диетического питания, и, кроме того, фруктозные сиропы дешевле са-
хара [1]. Одним из методов получения фруктозы является гидролиз инулина. При 
этом данный процесс может осуществляться кислотным или ферментативным спо-
собом. Ферментативный гидролиз протекает при более мягких условиях и при этом 
не образуется побочных соединений, которые осложняют выделение и очистку ко-
нечного продукта [2]. 

Инулиназа – фермент, специфически гидролизующий β-1,2-фруктановые свя-
зи в инулине [3-5]. Инулиназы подразделяются на эндо- и экзоинулиназы в зависи-
мости от способа воздействия на инулин. Эндоинулиназы (КФ 3.2.1.7) гидролизуют 
внутренние связи молекулы инулина с образованием смеси инулоолигосахаридов с 
различной степенью полимеризации [6-9]. Экзоинулиназы (КФ 3.2.1.80) последова-
тельно отщепляют концевые фруктозные звенья от молекулы инулина, а также спо-
собны к гидролизу сахарозы и раффинозы [1, 5, 8]. 

Использование свободных ферментов имеет ряд недостатков, так как при 
осуществлении промышленного процесса возникают трудности с их отделением от 
продуктов реакции. Кроме того, в нативном состоянии ферменты обладают относи-
тельно низкой стабильностью и, соответственно, требуется большое их количество. 
Эти недостатки можно устранить путем иммобилизации их макромолекул [10-12].  

Установлено, что иммобилизация инулиназы на ионообменных полимерах 
ВИОН КН-1, АВ-16ГС и АМ 21А приводит к смещению температурного оптимума 
от 50 к 70°C с частичным сохранением каталитической способности при 85-95°C 
[13]. Кроме того, иммобилизация дает возможность многократно использовать гете-
рогенный биокатализатор [14]. Для α-амилазы была показана перспектива ее приме-
нения в реакции гидролиза крахмала в течение 10 циклов при иммобилизации на 
аминокарбоксильном ионообменнике АК-22-1 [15]. 

В настоящее время значительная часть промышленно применяемых иммоби-
лизованных ферментов представляет собой молекулы, адсорбированные на твердых 
носителях [16-18]. На сегодняшний день из общей группы синтетических полимеров 
особый интерес представляют ионообменные материалы, обладающие комплексооб-
разующими свойствами [19]. Среди полиамфолитов наиболее перспективными яв-
ляются ионообменные волокна, содержащие в своей структуре как кислотные, так и 
основные функциональные группы [20]. Их достоинством является сочетание боль-
шого количества ионообменных групп в волокне с такими физико-химическими и 
механическими характеристиками, как регулируемые величины набухания в водных 
растворах, осмотическая стабильность, химическая стойкость в кислых, щелочных, 
окисляющих средах [21, 22]. 

В связи с вышесказанным, целью работы было исследование закономерно-
стей адсорбционной иммобилизации инулиназы на волокнистых полиэлектролитах. 
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Экспериментальная часть 

Объектом исследований служила инулиназа, выделенная из экстракта по-
верхностной культуры гриба Aspergillus awamori BKMF-2250 с 85-кратной степенью 
чистоты и 5% выходом [23]. На электрофореграммах фракций фермента отмечено 
наличие одной полосы, что свидетельствует о гомогенности полученных препаратов. 
Электрофорез на специфичность показал, что образцы проявляют инулиназную ак-
тивность. Молекулярная масса полученного фермента составила 88 кДа [24]. 

В работе были использованы волокнистые полиэлектролиты в H-форме марки 
ФИБАН: АК-22, АК-22-1, К-1, К-4, К-5. В табл. 1 представлены некоторые характе-
ристики указанных ионообменных волокон [20, 25]. 
 
Таблица 1 Характеристика носителей для иммобилизации инулиназы 
Table 1. Characteristics of the carriers used to immobilise inulinase 

Марка сорбента 
(H-форма) Функциональные группы 

Статическая обменная емкость, ммоль/г 
По кислотным 

группам 
По основным 

группам 

АК-22 

 

 

≤1.0 2.1 

АК-22-1 

 

 

≤1.0 2.25 

К-1 
 

 

3.0 отсутств. 

К-4 

 

 
 

4.7 отсутств. 

К-5 

 

 
 

5.5 0.5 

 
Растворы инулиназы необходимых концентраций готовили дозированием 

навесок фермента, взвешенных на аналитических весах с точностью 1∙10-4 г, в 0.1 М 
ацетатный буферный раствор с pH 4.7. Сорбция инулиназы на полимерах осуществ-
лялась в статических условиях при комнатной температуре. Для этого навески ионо-
обменника, высушенные до воздушно-сухого состояния, в количестве 0.5 г помеща-
ли в колбы и заливали 50 см3 раствора инулиназы определенной концентрации. По-
сле достижения равновесия сорбенты отделяли от раствора и высушивали до воз-
душно-сухого состояния. 

Содержание белка в растворах инулиназы определяли по методу Лоури [26, 
27]. Для иммобилизованной инулиназы использовали модифицированный метод Ло-
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ури. Сущность модификации заключалась в том, что на первом этапе анализа осу-
ществляли разрушение связей между матрицей носителя и молекулой фермента. Для 
этого обрабатывали иммобилизованный препарат раствором K,Na-тартрата, приго-
товленном на 1 М NaOH при 50ºС в течение 10 мин [28]. 

Измерение каталитической активности инулиназы осуществляли спектрофо-
тометрически при помощи реакции Селиванова на фруктозу [29]. В качестве суб-
страта использовали инулин фирмы MP Biomedicals. Активность инулиназы рассчи-
тывали по формуле: 

tb
aA

⋅⋅
=

180  
, 

где А – каталитическая активность инулиназы, ед/мг; a – количество фруктозы, мкг; 
b – количество фермента (свободного или иммобилизованного) в реакционной 
смеси, мг/см3 гидролизата; t – время гидролиза, мин; 180 – молекулярная масса 
фруктозы. 

За единицу инулиназной активности принимали такое количество фермента, 
которое катализирует образование 1 мкмоль фруктозы за 1 мин. 

Количество сорбированной инулиназы (Q) определяли по формуле: 
 

, 
где V – объем раствора, С1 – концентрация исходного раствора, С2 – концентрация 
равновесного раствора, g-навеска воздушно-сухого ионообменника. 

Подготовку препаратов для ИК-спектроскопии осуществляли следующим об-
разом: образцы сорбентов после контакта с растворами инулиназы (иммобилизации) 
отфильтровывали и высушивали до постоянной массы. Высушенные образцы расти-
рали в агатовой ступке до мелкодисперсного состояния. Затем навеску ионообмен-
ника в количестве 1.5 мг тщательно перемешивали в агатовой ступке в течение 10 
мин с 150 мг подготовленного КВr. Далее отвешивали 100 мг смеси и переносили в 
пресс-форму. Время запрессования – 30 мин, рабочее давление – 150 кг/см2. ИК-
спектры регистрировали в области 4000-400 см-1 на спектрометре Инфралюм ФТ-02 
[30]. 

Обсуждение результатов 

На первом этапе работы было исследовано влияние продолжительности про-
цесса сорбции на количество иммобилизованного белка и каталитическую актив-
ность препаратов инулиназы. 

На рис. 1-3 видно, что максимальная степень сорбции белка для рассматрива-
емых полимеров достигается за разные промежутки времени. При концентрации 
раствора инулиназы 1∙10-7 моль/дм3 максимальная адсорбция наблюдается за 4 часа, 
а для концентраций 5∙10-7 и 1∙10-6 моль/дм3 – за 2 часа. Далее происходит уменьше-
ние количества иммобилизованной инулиназы, и в среднем за 6 часов устанавлива-
ется равновесие. Количество сорбированного белка составляет от 5.63 до 9.62 мг/г 
носителя (от 6.40∙10-8 до 10.93∙10-8 моль/г носителя) (табл. 2). 

Наблюдаемый ход кинетических кривых можно объяснить следующим обра-
зом: в начальный момент времени идет активное образование ассоциатов белка, в 
результате чего его сорбция резко возрастает, и на кинетической кривой появляется 
максимум. В ряде случаев такие закономерности наблюдаются при адсорбции био-
макромолекул [31, 32]. Однако со временем происходит выделение фермента в фазу 
растворителя, и на кинетической кривой наблюдается спад. Процесс десорбции на 
этом этапе возможен из-за малой энергии водородных связей и электростатических 
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взаимодействий между молекулами сорбата и сорбента и, следовательно, слабого 
закрепления молекул белка на полимере-носителе. Затем, с течением времени, ад-
сорбция становится необратимой [31, 32]. 

 
Рис. 1. Кинетические кривые сорбции инулиназы на волокнистых полиэлек-

тролитах при концентрации исходного раствора инулиназы 1∙10-7 моль/дм3 

Fig. 1. Kinetic curves of the inulinase sorption on fibrous polyelectrolytes 
with a concentration of the initial inulinase solution of 1∙10-7 mmol/l 

 

 
Рис. 2. Кинетические кривые сорбции инулиназы на волокнистых полиэлек-

тролитах при концентрации исходного раствора инулиназы 5∙10-7 моль/дм3 

Fig. 2. Kinetic curves of the inulinase sorption on fibrous polyelectrolytes with a 
concentration of the initial inulinase solution of 5∙10-7 mmol/l 

 
Рис. 3. Кинетические кривые сорбции инулиназы на волокнистых полиэлек-

тролитах при концентрации исходного раствора инулиназы 1∙10-6 моль/дм3 
Fig. 3. Kinetic curves of the inulinase sorption on fibrous polyelectrolytes with a 

concentration of the initial inulinase solution of 1∙10-6 mmol/l 
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Таблица 2. Характеристика препаратов иммобилизованной инулиназы 
Table 2. Characteristics of the immobilised inulinase preparations 

Марка 
ионита 

Концентрация раствора инулиназы, моль/л 
10-7, моль/дм3 5∙10-7, моль/дм3 10-6, моль/дм3 

q, 
мг/г/ 
t, ч 

q∙10-8, 
моль/г/ 

t, ч 

А, % q, мг/г/ 
t, ч 

q∙10-8, 
моль/г/ 

t, ч 

А, % q, мг/г/ 
t, ч 

q∙10-8, 
моль/г/ 

t, ч 

А, % 

АК-22-1 5.63/4 6.40/4 54.8 6.21/2 7.06/2 57.1 9.20/2 10.45 61.0 
К-4 7.41/4 8.42/4 65.8 7.45/2 8.47/2 71.2 8.44/2 9.59 67.5 
К-1 6.52/4 7.41/4 60.0 7.60/2 8.64/2 62.5 9.62/1 10.93 58.0 
К-6 6.53/4 7.42/4 45.7 6.57/2 7.47/2 52.0 7.35/2 8.35 47.3 

АК-22 6.50/4 7.39/4 47.8 6.73/2 7.65/2 49.3 7.61/2 8.65 44.5 
 
Подобные эффекты уже наблюдались нашими коллегами. Проведенный ими 

анализ кинетических кривых процесса иммобилизации инулиназы и глюкоамилазы 
показал, что в начальный момент времени контакта сорбента с раствором фермента 
происходит достаточно резкое увеличение количества белка в фазе носителя, что 
можно охарактеризовать как ионообменное поглощение энзима. Однако со временем 
на кинетических кривых отмечается уменьшение количества сорбированного белка. 
Процесс десорбции на данном этапе, вероятно, связан с возрастающей долей необ-
менно сорбированной гидролазы, и, как следствие, слабым закреплением сорбата на 
поверхности сорбента и выделением некоторого количества белка в раствор [33]. 

Сложность фермента как адсорбата связана с неоднородностью его свойств: 
олигомерностью, присутствием на поверхности неодинаковых контактных участков, 
возможностью многоточечного связывания макромолекулы с носителем. Поэтому 
при контакте белка с ионообменными материалами необходимо учитывать не только 
электростатические, но и возможные ион-дипольные и диполь-дипольные взаимо-
действия между ними [28]. 

Образованию прочных связей, вероятно, предшествует неспецифическая ад-
сорбция. Специфические взаимодействия возникают не одновременно. Сначала об-
разуются различные состояния с одно- и двухточечными центрами связывания, а за 
ними следует появление взаимодействий по некоторой контактной линии и, наконец, 
по определенной контактной плоскости, при этом иммобилизация становится кине-
тически необратимой [34, 35]. 

Кроме того, определённый вклад в ход кинетических кривых сорбции инули-
назы могут вносить процессы, связанные с набуханием полиэлектролита. Известно, 
что полимерные цепи ионообменников в отсутствие растворителя «свернуты» в клу-
бок, так как в этом случае имеет место наиболее «упорядоченная» конформация 
структуры [36, 37]. При внедрении растворителя в сорбенте наблюдается разверты-
вание полимерных цепей, что соответствует росту неупорядоченных фрагментов, и 
увеличение энтропии в системе [38]. 

Среди специалистов по ионному обмену существует мнение, что в процессах 
сорбции-десорбции растворов в фазу и из фазы ионообменников может в определен-
ных условиях проявляться колебательный характер. На возможность колебательного 
характера процессов сорбции, например, аминокислот на ионообменниках и сопро-
вождаемых их эффектов набухания, указывают экспериментальные наблюдения в 
работах [39, 40].  

Колебания содержания воды в фазе полимера около стационарного состояния 
можно объяснить потерей устойчивости этого состояния при определенных кинети-
ческих режимах системы. Потеря устойчивости стационарного состояния является 
частным случаем бифуркации, т.е. изменения при определенном (бифуркационном) 
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значении какого-либо параметра гетерогенной системы. В пространстве параметров 
в окрестности этой бифуркации может существовать область, где система обладает, 
по крайней мере, тремя стационарными состояниями, из которых два устойчивы, а 
одно - неустойчиво [41]. 

Таким образом, с увеличением продолжительности реакции изменялась не 
только структура образующихся полиэлектролитных комплексов (ПЭК), но и их со-
став: в процессе перестройки ПЭК происходило выделение части макромолекул бел-
ка в раствор. 

Каталитическая активность является одним из основных свойств полученных 
гетерогенных биокатализаторов [42, 43]. Зависимости активности от времени прове-
дения процесса иммобилизации, приведенные на рис. 4-6, показывают, что с увели-
чением количества иммобилизованного фермента наблюдается возрастание катали-
тической активности гетерогенного катализатора. Из рис. 1-6 видно, что максималь-
ному количеству сорбированного белка соответствует максимальная каталитическая 
активность иммобилизованного фермента. Величина активности гетерогенного био-
катализатора составляет от 44.5 до 71.2% от каталитической активности нативного 
фермента в зависимости от типа носителя.  

 
Рис. 4. Зависимость каталитической активности инулиназы (А, %) 

от времени проведения процесса иммобилизации при концентрации 
исходного раствора инулиназы 1∙10-7моль/дм3 

Fig. 4. Dependence of the catalytic activity of the inulinase (А, %) on the duration 
of the immobilisation with a concentration of the initial inulinase solution of 1∙10-7mmol/l 

 
Рис. 5. Зависимость каталитической активности инулиназы (А, %) 

от времени проведения процесса иммобилизации при концентрации исходного рас-
твора инулиназы 5∙10-7 моль/дм3 

Fig. 5. Dependence of the catalytic activity of the inulinase (А, %) on the duration 
of the immobilisation with a concentration of the initial inulinase solution of 5∙10-7 mmol/l 
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Рис. 6. Зависимость каталитической активности инулиназы (А, %) 

от времени проведения процесса иммобилизации при концентрации исходного 
раствора инулиназы 1∙10-6 моль/дм3 

Fig. 6. Dependence of the catalytic activity of the inulinase (А, %) on the duration 
of the immobilisation at the concentration of the initial inulinase solution of 1∙10-6 mmol/l 

 
По-видимому, ассоциаты макромолекул инулиназы (при ее концентрациях в 

растворе 1∙10-7, 5∙10-7 и 1∙10-6 моль∕дм3) сорбируются только на поверхности носите-
ля, что обеспечивает доступность активных центров фермента, а, следовательно, и 
высокую каталитическую активность иммобилизованного препарата. 

Для выяснения механизма взаимодействия инулиназы с носителями были по-
лучены кривые сорбции (табл. 3, рис. 7), которые имеют перегиб, что свидетельству-
ет о сложном механизме связывания фермента с ионообменниками и объясняется 
неоднородностью свойств белка как сорбата [44]. Таким образом, вероятно, образо-
вание максимума на кривой сорбции можно объяснить ассоциацией в растворе сор-
бируемых молекул инулиназы. Помимо взаимодействия сорбент-сорбат, результа-
том которого является формирование мономолекулярного слоя фермента, происхо-
дит резкое возрастание количества сорбированного белка в результате сорбат-
сорбатного взаимодействия. Подобное взаимодействие приводит к формированию 
на поверхности сорбента полимолекулярных слоев. При этом белки образуют строго 
определенные ассоциаты: ди-, три- и тетрамеры, которые могут выступать в качестве 
отдельных кинетических единиц в процессах сорбции, приводя к образованию «мно-
гослойности» на поверхности сорбента [45, 46].  
 
Таблица 3. Зависимость количества сорбированного белка (Q) от концентрации рас-
твора инулиназы (через 4 часа) 
Конц-я, 
С∙10-6 

моль/дм3 

АК-22-1 К-4 К-1 К-5 АК-22 
q, 

мг/г/ 
t, ч 

q∙10-8, 
моль/г/ 

t, ч 

q, 
мг/г/ 
t, ч 

q∙10-8, 
моль/г/ 

t, ч 

q, 
мг/г/ 
t, ч 

q∙10-8, 
моль/г/ 

t, ч 

q, 
мг/г/ 
t, ч 

q∙10-8, 
моль/г/ 

t, ч 

q, 
мг/г/ 
t, ч 

q∙10-8, 
моль/г/ 

t, ч 
0.05 4.1 4.66 3.82 4.34 4.53 5.15 4.71 5.35 3.9 4.43 
0.10 5.63 6.40 7.41 8.42 6.52 7.41 6.53 7.42 6.5 7.39 
0.25 5.11 5.81 6.83 7.76 4.84 5.50 5.22 5.93 5.85 6.65 
0.50 4.3 4.89 6.01 6.83 4.13 4.69 3.92 4.45 4.84 5.50 
0.75 4.05 4.60 6.24 7.09 5.21 5.92 4.55 5.17 5.27 5.99 
1.00 4.81 5.47 6.42 7.30 5.64 6.41 5.11 5.81 5.92 6.73 

 
Из табл. 2, 3 и рис. 1-6 видно, что количество иммобилизованного белка при-

мерно одинаково на всех использованных в работе носителях. Несколько большая 
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степень сорбции и наибольшая каталитическая активность наблюдается на ионооб-
меннике К-4. На основании полученных данных можно сделать вывод о том, что ко-
личество иммобилизованного белка практически не зависит от структуры использу-
емых нами полимеров-носителей, а определяется в основном строением и свойства-
ми молекул самого фермента, которые обуславливают сложный процесс сорбции 
[44-47]. 

 

 
Рис. 7. Кривые сорбции инулиназы волокнистыми полиэлектролитами (t=4 часа) 

Fig. 7. Absorption curves of the inulinase by fibrous polyelectrolytes (t=4 hours) 
 
Интерпретация ИК-спектрограмм инулиназы, свободных волокнистых поли-

электролитов, а также ионообменников после иммобилизации фермента использова-
лась для выяснения механизма связывания инулиназы с носителями. В табл. 4 указа-
ны основные аналитические частоты валентных и деформационных колебаний фер-
мента инулиназы и волокнистого полиэлектролита К-4. ИК-спектры представлены 
на рис. 8. 
 
Таблица 4. Основные аналитические частоты (см-1) валентных и деформационных 
колебаний фермента инулиназы и волокнистого полиэлектролита К-4 
Table 4. Main analytical frequencies (cm-1) of stretching and deformation vibrations of the 
inulinase enzyme and the fibrous polyelectrolyte К-4 

Свободная 
инулиназа 

Свободный 
К-4 

Инулиназа, иммоби-
лизованная на К-4 Отнесение [48-51] 

1 2 3 4 

3376 - 3386 симметричные валентные коле-
бания свободной –NH2 

3184, 3336 - 3457 симметричные валентные коле-
бания связанной –NH2 

3482, 3626 - 3526, 3633 деформационные колебания свя-
зей –NH, –NH2 

1420-1200 1259 - деформационные колебания сво-
бодной OH-группы 

- 1700-1725 - валентные колебания неионизи-
рованной COOH-группы 

- 2556, 2668 - валентные колебания OH-групп 
(димеры) 

1649 - 1640-1650 

полоса амид I (обусловлена ва-
лентными колебаниями группы 

C=O пептидной связи) 
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1 2 3 4 

1457, 1561 - 1559, 1567 полоса амид II (деформационные 
колебания связи N-H и C-N) 

1329 - 1259, 1168 полоса амид III (плоские дефор-
мационные колебания NH-групп) 

580-700 - 697 
полоса амид V (неплоские де-
формационные колебания NH-

групп) 
 

 
Рис. 8. ИК-спектры полиэлектролита К-4, свободной инулиназы и их ком-

плекса: 1 – свободная инулиназа; 2 – K-4: 3 – К-4 с иммобилизованной инулиназой 
(1∙10-7 М); 4 – К-4 с иммобилизованной инулиназой (1∙10-6 М) 

Fig. 8. IR spectra of the polyelectrolyte K-4, free inulinase, and their mixture:  
1 - free inulinase; 2 - K-4: 3 - K-4 with immobilised inulinase (1∙10-7 М); 

4 – K-4 with immobilised inulinase (1∙10-6 М) 
 
В спектре свободной инулиназы в области частот 3000-3700 см-1 присутству-

ют полосы поглощения валентных колебаний групп –NH, –NH2 и –OH. Полосы по-
глощения 3376 см-1 относятся к симметричным валентным колебаниям свободной, а 
3184 и 3336 см-1 – связанной NH2-группы. Полосы 3261, 3626 см-1 обусловлены ва-
лентными колебаниями свободной OH-группы. Полоса поглощения 1649 см-1 опре-
деляется валентными колебаниями групп С=О (Амид I) [48, 49]. 

Деформационные колебания связи N-H в плоскости пептидной связи и коле-
бания связи С-N представлены полосой поглощения Амид II (1561, 1457 см-1). В об-
ласти 1420-1200 см-1 проявляется поглощение, вызванное деформационными коле-
баниями OH-группы (1411, 1378 см-1) и валентными колебаниями С-О (1167 см-1). 
На спектрограммах свободной инулиназы можно выделить также полосы поглоще-
ния Амид III (1329 см-1) и Амид V (580-700 см-1), обусловленные соответственно 
плоскими и неплоскими деформационными колебаниями NH-групп [48-50]. 

Спектр свободного волокнистого полиэлектролита К-4 в H-форме содержит 
большое количество полос поглощения, характерных как для собственно функцио-
нальных групп ионобменника, так и для всей полимерной матрицы [45-51]. Присут-
ствуют полосы поглощения, обусловленные валентными и деформационными коле-
баниями связи С=О в неионизированной карбоксильной группе. Область 1700-1725 см-1 
соответствует валентным колебаниям неионизированной карбоксильной группы. 
Наличие неионизированных COOH-групп подтверждают полосы поглощения 2556 и 
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2668 см-1, соответствующие валентным колебаниям OH-групп связанных в димеры 
карбоновых кислот. Полоса поглощения 1259 см-1 обусловлена деформационными 
колебаниями связи O-H в плоскости. 

При иммобилизации инулиназы на волокнистом ионообменнике К-4 
в ИК-спектрах сорбента происходят изменения: исчезают полосы поглощения 1700-
1725 см-1, характерные для колебаний неионизированной COOH-группы. Только при 
концентрации раствора инулиназы 1∙10-7 моль/дм3 сохраняется небольшой пик 
1715 см-1, который не наблюдается при более высоких концентрациях фермента. Ис-
чезают полосы поглощения в области 2500-2700 см-1, относящиеся к колебаниям не-
ионизированных COOH-групп в димерах. Появляется полоса поглощения Амид I 
(1649 см-1), обусловленная валентными колебаниями группы C=O пептидной связи. 
Полосы поглощения 1559 и 1567 см-1 относятся к Амид II (деформационные колеба-
ния связи N-H и C-N). Возникают полосы Амид III (1259, 1168 см-1) и Амид V 
(697 см-1). Также на спектре присутствуют полосы поглощения в области 3000- 
3700 см-1: 3386, 3457, 3526, 3633 см-1, соответствующие валентным и деформацион-
ным колебаниям связей в группах –NH и –NH2.  

Проанализировав ИК-спектры, можно сделать вывод о том, что при иммоби-
лизации инулиназы на волокнистом полиэлектролите К-4 происходит образование 
водородных связей и электростатических взаимодействий между функциональными 
группами фермента и карбоксильными группами сорбента. Это подтверждается ис-
чезновением полос поглощения, характерных для неионизированных карбоксильных 
групп полимера-носителя, и появлением в спектрах полос Амид I, II, III, V. Данные 
полосы соответствуют валентным колебаниям групп С=О пептидной связи, дефор-
мационным колебаниям связей N-H и C-N. 

Заключение 

В результате проведения адсорбционной иммобилизации инулиназы 
из Aspergillus awamori BKMF-2250 на волокнистых полиэлектролитах: АК-22-1, 
АК-22, К-1, К-4, К-5, установлено, что количество иммобилизованного фермента со-
ставляет от 5.63 до 9.62 мг/г носителя (от 6.40∙10-8 до 10.93∙10-8 моль/г носителя).  

В результате измерения каталитической активности свободной и иммобили-
зованной инулиназы выявлено, что с увеличением количества адсорбированного 
фермента наблюдается возрастание активности гетерогенного биокатализатора. При 
этом максимальному количеству сорбированного белка соответствует максимальная 
каталитическая активность иммобилизованной инулиназы. Величина активности ге-
терогенного биокатализатора составляет от 44.5 до 71.2% от активности нативного 
фермента в зависимости от типа носителя и концентрации инулиназы в иммобилиза-
ционной среде. 

Наибольшей каталитической активностью обладает инулиназа, иммобилизо-
ванная на полиэлектролите К-4 (71.2% от активности нативного фермента при кон-
центрации исходного раствора инулиназы 5∙10- 7моль/дм3). 

Методом ИК-спектроскопии был исследован характер сорбции фермента на 
матрице полимера-носителя К-4. Установлено, что иммобилизация инулиназы про-
исходит за счет реализации слабых водородных связей и электростатических взаи-
модействий между функциональными группами фермента: NH2-группами (лизин, 
аргинин) и карбоксильными группами полимера-носителя. 
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Regularities of adsorption immobilisation of inulinase 

on fibrous polyelectrolytes AK-22, AK-22-1, K-1, K-4, K-5 
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Inulinases (EC 3.2.1.7 and 3.2.1.80) are hydrolytic enzymes which break down β-1,2-fructose 
bonds. These biocatalysts are widely used in the industrial production of fructose, fructose syrups, and fruc-
tooligosaccharides. However, the application of the enzymes in free forms has several disadvantages: they 
have low thermal stability, it is difficult to separate the catalyst molecules and the final product, and they are 
cannot be reused. The indicated problems can be solved by immobilising the enzymes on insoluble carriers. 
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Therefore, the aim of our research was to study the patterns of the adsorption immobilisation of inulinase on 
fibrous polyelectrolytes. 

The study of the adsorption immobilisation of inulinase was performed on fibrous polyelectrolytes 
AK-22, AK-22-1, K-1, K-4, K-5. We investigated the effect of the duration of the sorption process on the 
amount of immobilised protein and the activity of the heterogeneous catalyst. Adsorption reaches its maxi-
mum after 4 hours, when the concentration of the inulinase solution is 1 ∙ 10-7 mmol/l and after 2 hours, when 
the concentration is 5 ∙ 10-7 and 1 ∙ 10-6 mmol/l. The highest catalytic ability of the immobilised enzyme cor-
responds to the largest amount of absorbed protein. The activity of a heterogeneous biocatalyst is from 44.5 
to 71.2 % of the activity of the native enzyme. 

The study determined that at the initial moment of immobilisation, the active formation of protein 
associates takes place. As a result its sorption increases sharply, and a peak appears on the kinetic curve. 
However, over time, the enzyme is released into the solvent phase, and a decrease is observed on the kinetic 
curve. A desorption process at this stage is possible due to the low interaction energy between the sorbate and 
the sorbent molecules and, consequently, the weak binding of the protein molecules to the carrier polymer. 
Then, over time, the adsorption becomes irreversible. Thus, the structure of the formed polyelectrolyte com-
plexes, as well as their composition changed with an increase in the duration of the reaction: during the re-
structuring of the complexes, some of the protein molecules are released into the solution. Associates of in-
ulinase macromolecules (at the concentrations of 1∙10-7, 5∙10-7, and 1∙10-6 mmol/l), are apparently sorbed only 
on the surface of the carrier, which ensures the availability of active centres of the enzyme and, as a conse-
quence, high catalytic activity of the immobilised enzyme preparation. 

IR spectroscopy demonstrated that inulinase immobilisation occurs due to the implementation of 
weak hydrogen bonds and electrostatic interactions of the enzyme and the carrier polymer. 

Keywords: inulinase, immobilisation, adsorption, heterogeneous catalyst, catalytic activity. 
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