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Целью исследования являлось получение им-
мобилизованного препарата β-фруктофуранози-
дазы на волокнистом ионообменнике ФИБАН А-6.

Адсорбционная иммобилизация β-фрукто-
фуранозидазы, расщепляющего сахарозу на глю-
козу и фруктозу, на неорганических носителях 
позволяет сохранить стабильность фермента за 
счет ограничения его способности денатурировать 
при изменениях рН, температуры и растворителей, 
что приводит к удешевлению процесса получения 
фруктозы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

В качестве объекта исследования использовали 
очищенный ферментный препарат β-фрукто-
фуранозидазу, выделенный из дрожжей Kluyvero-
myces marxianus Y-303. Культивирование дрожжей 
Kl. marxianus осуществляли глубинным способом. 
Для выделения ферментного препарата использо-
вали осаждение различными органическими рас-
творителями, фракционирование сульфатом аммо-
ния, ионообменную хроматографию DEAE-
целлюлозе, гель хроматографию на сефадексе G-25 
и G-150. Гомогенность полученных фракций опре-
деляли модифицированным методом электрофоре-
за в полиакриламидном геле [5, 6]. Содержание 
белка в препарате свободного фермента определяли 
методом Лоури [7],  в иммобилизованной 
β-фруктофуранозидазе — модифицированным ме-

ВВЕДЕНИЕ
В России в течение последних лет одной из 

динамичных и развивающихся отраслей является 
кондитерская, в частности, производство шоколада 
и шоколадных изделий. Однако шоколадные кон-
феты представляют собой высококалорийные про-
дукты с высоким содержанием сахара и жира и, 
тем самым, составляют потенциальную опасность 
для здоровья населения страны [1].

Кроме того, с каждым годом на земле увеличи-
вается количество людей страдающих ожирением 
или избыточным весом, и сегодня в результате 
многочисленных эпидемиологических исследова-
ний абсолютно точно доказана связь между пита-
нием и развитием различных заболеваний [2].

Совершенствование качества кондитерских 
изделий путем улучшения их потребительских 
свойств за счет снижения содержания сахарозы 
является актуальной задачей, имеющей практиче-
ское значение. Снижение энергетической ценности 
кондитерских изделий возможно путем замены 
сахарозы функциональными ингредиентами, на-
пример, фруктозой или глюкозо-фруктозным си-
ропом [3].

Фруктозные сиропы занимают далеко не по-
следнее место в ряду заменителей сахара. Это обу-
словлено и тем, что фруктоза в полной мере удо-
влетворяет медико-биологическим требованиям 
диетического питания, и тем, что фруктозные си-
ропы на 40 % дешевле сахара [4].
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тодом Лоури [8]. Определение активности свобод-
ной β-фруктофуранозидазы осуществляли методом 
Бертрана [9] и методом Сомоджи-Нельсона [10], 
иммобилизованной β-фруктофуранозидазы — спек-
трофотометрически резорциновым методом. За 
единицу активности принимали такое количество 
фермента, которое катализирует 1 мМ редуцирую-
щих веществ за 1 мин в стандартных условиях.

В качестве носителя для иммобилизации фер-
мента β-фруктофуранозидазы Kluyveromyces marx-
ianus Y-303 использовали волокнистый ионообмен-
ник ФИБАН А-6. Подготовку ионита к иммобили-
зации осуществляли путем кондиционирования 
ионообменника и перевода его в нужную ионооб-
менную форму [11]. Фермент иммобилизовали 
адсобционным методом.

Термоинактивацию растворимой β-фруктофу-
ра нозидазы изучали в диапазоне температур 30—
80 °C. Влияние рН на активность β-фруктофурано-
зидазы изучали в интервале 3,0—7,0. Аналогично 
поступали в случае иммобилизованного фермента.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Для проведения сорбционной иммобилизации 

β-фруктофуранозидазы 1 г носителя оставляли на 
ночь при комнатной температуре в 50 мл ацетатно-
го буфера (рН 4,0), затем сливали избыточную 
жидкость и добавляли растворы ферментов раз-
личных концентраций (от 0,1 до 1 мг/мл, рН 4,0), 
перемешивали в колбе с помощью электрической 
мешалки в течение 1,5 часов при температуре 
25 °C. Количество несвязавшегося с носителем 
фермента определяли спектрофотометрически на 
СФ-1000 через разные промежутки времени.

Для определения каталитической активности 
свободной и иммобилизованной β-фруктофурано-
зидазы проводили реакцию гидролиза сахарозы 
(60 %-раствор) в двух ферментерах, помещенных 
на магнитную мешалку и соединенных с термо-
статом. В одном ферментере проводили инкубацию 
β-фруктофуранозидазы с субстратом в течение 20 
мин при температуре 50 °C и рН 4,0, в другой — 
вместо фермента помещали такое же количество 
ацетатного буфера, рН 4,0 при определении ката-
литической активности иммобилизованной 
β-фруктофуранозидазы температура гидролиза 
субстрата составила 70 °C.

Для гидролиза субстрата в непрерывном режи-
ме использовали стеклянный реактор, представ-
ляющий собой термостатируемую колонку высотой 
40 см и диаметром 1,5 см. При подготовке к рабо-
те реактор промывали ацетатным буфером (рН 4,0).

В среднем 1 г сорбента содержал 0,7 мг иммо-
билизованной инвертазы, выход иммобилизован-
ной инвертазы лежал в диапазоне 68—71 % 
(рис. 1). Одновременно с опытами по определению 
сорбционной способности ионообменника по от-
ношению к β-фруктофуранозидазе контролировали 
активность свободного и иммобилизованного фер-
мента.

С ростом содержания белка в препарате удель-
ная (на единицу количества белка) активность 
монотонно падает. Такое понижение активности, 
наблюдаемое для многих ферментов, объясняется 
кооперативным эффектом сорбции, т.е. взаимным 
воздействием рядом расположенных на сорбенте 
молекул белка, что приводит к экранированию 
активного центра фермента. Были установлены 
наиболее оптимальные для практических целей 
условия функционирования (рН, температура) по-
лученных препаратов. У свободного фермента 
максимальная активность проявляется при рН 4,0 
и температуре 50 °C.

Для определения рН-оптимума иммобилизо-
ванной β-фруктофуранозидазы гидролиз сахарозы 
осуществляли в интервале рН 3,0—7,0. Заданное 
значение рН субстрата поддерживали с помощью 
0,1 М ацетатного буфера. Гидролиз проводили при 
температуре 50 °C в течение 10 мин.

Как видно из рис. 2, иммобилизованная 
β-фруктофуранозидаза проявляет максимальную 
активность при рН 4,0—4,1.

Влияние температуры на активность ферментов 
объясняется тем, что она, с одной стороны, воз-
действует на белковую часть фермента, приводя 

Рис. 1. Кривая сорбции β-фруктофуранозидазы на 
волокнистом носителе ФИБАН А-6: g — масса белка, 
связавшегося с носителем, c — концентрация водного 
раствора фермента
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его к денатурации и снижению каталитической 
функции, а с другой стороны — интенсифицирует 
скорость реакции образования фермент-субстрат-
ного комплекса и все последующие этапы преоб-
разования субстрата. При низких температурах 
снижение скорости ферментативной реакции свя-
зано с уменьшением доли активных молекул фер-
мента, при высоких температурах — с глубокими 
конформационными изменениями активного цен-
тра.

Установлено, что для иммобилизованной 
β-фруктофуранозидазы оптимальная температура 
гидролиза субстрата смещается в сторону более 
высоких значений с максимальной активностью 
при 70 °C (рис. 3), что на 20 °C выше, чем для 
свободного фермента. Максимальная активность 
свободного фермента при оптимальных для него 
температуре и рН составила 9978,0 ед/мг белка, а 
иммобилизованной β-фруктофуранозидазы — 
6984,6 ед/мг белка.

Можно предположить, что повышение опти-
мальной температуры реакции гидролиза сахаро-
зы для иммобилизованной β-фруктофуранозидазы 
обусловлено тем, что при присоединении к носи-
телю происходит повышение жесткости третичной 
структуры, ответственной за каталитическое пре-
вращение субстрата. Чем больше образовано 
связей между носителем и ферментом, тем ста-
бильность белковой молекулы выше по отноше-
нию к температуре [12, 13].
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Рис. 2. Зависимость 1-свободной и 2 — иммобилизо-
ванной β-фруктофура-нозидазы (% от максимальной) 
при температуре 50 °C от величины рН

Рис. 3. Влияние температуры на активность свободной 
(1) и иммобилизованной (2) β-фруктофуранозидазы (% 
от максимальной) при оптимальной величине рН
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