
Биолог, ж. Армении, т. 41, № 2, 1988 УДК 577.154

И ММОБ ИЛ ИЗА Ц И Я В ETA-ФРУ КТОФУРА Н ОЗ И ДАЗЫ
AUREOBASIDWM PULLULA.NS ИА СИЛОХРОМЕ С-80

Е. Р. АЛЕКСАНЯН. Л. С. МАРКОСЯН

Институт микробиологии ЛИ АрмССР, г Лбоаян

Осуществлена иммобилизация внеклеточной бега-фруктофураиозидазы 
Aureobasidium pullutans на силохроме С-80 Установлены оптимальные 
условия иммобилизации, при которых происходит максимальное связи 
ванне активности—76.3% от исходной Показано, что свойства нммоби 
линованной к нативной бета-фруктофуранозмдазы а основном сходны

A, pulluiar.S • /' արտարջջային րետա-ֆրուկտոֆո։րանւ<ր{իէյսւէյ.<ւն իմմորի/իղաց
<Рч է սիչոիւրոմ С — 8Ո֊ի վրա։ Г-ացաՀտ յտվեչ են իմմորիչիդացմսւն 0տ»(տիքքս/ք 
մտններր՝ րևտտ • ֆրուկւոոֆուրանոցիցտզայի իւտոէթչոէնր (0,8 %) հ կրիչի ‘՝ետ 
ֆերմենտի կոնտակտի մամանակր I? մամ), որոնց դեպքում ակս,իվո<Սյան կապու­
մը մաքսիմալ Լ' <6.3 % սկդրնակսւնից։ 8ոպց Լ տրվեք, որ իմ մ որիչիղա ցված ֆեր­
մենտն սժտվտծ Լ նույնանմ ան հատկոէք/յուններով, ինչ որ չկապված ֆերմենտը. 
Նկատվում է միտին ջերմաստիճանի սպտիմումի ոչ նշանակա/ից ւիոֆոիւութ չուն/

The optimal condition.՝֊ of immobilization of extracellular ft-fructoiurano- 
sldase (0.8%) of Aureobanldtum pttUulanS and the time 01 the enzyme’s 
contact with the carrier (2 hours) arc fixed, under which maximum activity 
connected with sylochrom is 7(5,3% from the initial. The properties of 
immobilized and native f--[ructoiuranos:dase are mainly identical, except 
ilic temperature optimum and the influence of some chemical substances 
on lite immobilized preparation.

Грибы дрожжеподобные Aureobasidium ри11и1апч—бега-фрухгофурано:я1даза—։։м- 
м об ил изо ция—сило хром С-S0.

Применению иммобилизованных ферментов в разных технологических 
процессах и медицине в последнее время придается все большее значе- 
пне. Уже разработаны технологии производства некоторых иммобили­
зованных ферментов [3—6].

Иммобилизованная бета-фруктофуранозндаза в настоящее время 
выпускается НПО «Фермент» в комплексе с мутаротазой и глюкозо- 
оксидазой для аналитических целей (3]. Однако потребность в фер­
менте этим гс исчерпывается, так как появляются новые перспективы 
применения как иммобилизованной бета-фруктофурапозпдазы, гак и 
клеток -продуцентов фермента в различных технологических процессах.

Основной сферой использования бета-фруктофурапозидазы как в 
нативном, так и иммобилизованном состоянии является производство 
жидко։ ■ сахара, которое приобретает все большее значение, так как 
на крупномасштабном производстве кристаллического сахара потру- 
зочно-разгрузотные и транспортно-складские работы обходятся дорого 
|2]. В СНА. по данным Бренмаиа п соавт.. [2], .производство жидко­
го сахара стабчлигнровалось иа уровне 20—25% от общих поставок 
сахара в стране.

В настоящей работе обобщены результаты изучения иммобилизо­
ванной бета-фруктофурапозилазы Aureobasidiam pulltilans.
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Матерна.! и методика. В качестве продуцента бета-фруктофуранозидазы нсполь- 
.'оваль дрожжсг.одобвый гриб АигеоЬах1<Ии1п ри!1и1пп$, полученный из Всесоюзной 
коллекции микроорганизмов АН СССР. Культивирование проводили на питательной 
среде н в условиях, описанных ранее [ I | 11осле удаления биомассы центрифугиро­
ванием при 10000 об/мин в течение 20 мни бета-фруктофурзнозндазу из надосадоч­
ной жидкости осаждали 96%-ным этиловым спиртом в с<, -ношении 1:2. Осажден­
ную бета-фруктофуранозндазу отделяли центрифугированием при 10000 об/мин в те­
чение 20 мин, ресуспендировали в дистиллированной воде и лисфнльно высушивали.

Сплохром С-80 обрабатывали 30 мкн 5%-ным раствором гамма-аминопровнл- 
тризтоксисилана в ацетоне. Затем высушивали в сушильном шкафу при температуре 
100—110° в течение 6—8 часов. К силохрсму со связанными змннонропнльнымн груп­
пами добавляли 25%-нын раствор глутарового днальдегидо и перемешивали в течение 
часа при температуре 18 20е. Носитель промывали водой и использовали для иммо­
билизации бета-фруктофуранозидазы, которую проводили смешиванием 1.5 г силохро­
ма (сухая масса) с 5 мл 0.8%-ного раствора фермента (кроме определения оптималь­
ной концентрации фермента для иммобилизации). Полученную смесь перемешивали 
па качалке при 150 об/мин в течение 2 ч (кроме определения оптимального времени 
контакта фермента с носителем) при температуре 18 20° Иммобилизованный пре­
парат промывали на фильтре хлориднон водой до полного исче-новенкя белка н про­
мывных водах н использовали в дальнейшем для исследования свойств связанной 
бета-фруктофуранозидазы

Активность иммобилизованной бета-фруктофураноэндазы определяли по следую­
щей схеме: в колбу вносили 80 мг препарата (сухая масса). 2.4 мл 0,15М фосфатно- 
щпратного буфера. pH 5.7. и 2.1 мл 0.5%-ной сахарозы. После инкубирования в тер- 
м<Эстапфуемой качалке в течение часа при 50й (скорость вращения—150 об/мин) от­
бирали пробы .тля определения редуцирующих веществ по методу Шомоди-Нельсо- 
на [9, 10].

Активность иммобилизованной бетз-фруктофурзнозндазы рассчитывали по колк- 
•:чггу образующихся редуцирующих веществ (н мкмолях) на 1 г носителя за I мни.

Результаты г обсуждение. С целью установления оптимально» 
концентрации бета-фруктофуранозидазы и времени контакта с носите­
лем ферментные растворы различных концентрации (0,4, 0.8, 1,6, 2,0%) 
выдерживали с обработанным енлохромом в течение 1, 2 и 3 час'ув. 
Как видно из данных табл. 1, максимальное количестзо белка 
от исходною; связывается с носителем при использовании 0.8% кого 
раствора бета-фруктофуранозидазы и 2-часовом контакте. Дальней-
Таблица 1. Иммобилизация бета-фруктофуранОзндззы на енлохроме С-89
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0.4 1 0.15 0.04 26.6 0.33 0 02 6.0
0.4 2 0.15 0.08 53 2 0.33 0 15 45.4
0.4 3 0.15 0.08 53.2 0.33 о.ю 30.3
0.8 1 0.24 0.09 -10 4 0.55 0.25 45.4
0.8 2 0.24 0.15 64 б 0.55 0.42 76.3
0 8 3 0.24 0.14 61.6 0.55 0.35 63.6
1.6 1 0.44 0.13 30.8 1.29 0.37 28.5
16 2 0.44 0.19 42.8 1.29 0.68 52.7
1.6 3 0.44 0.28 63.9 1 29 0.57 44.1
2.0 1 0.54 0.17 32.9 1.29 0.13 8.9
2.0 2 0.54 0.27 51.2 1.29 0.94 64.5
2.0 3 0.54 0.32 61.3 1.29 0.93 63.6



шее повышение концентрации не приводи: к существенному увеличению 
количества связавшегося белка. При этом активность бета-фруктофура- 
нозйдазы составляет 76,3% от исходной. Исследование свойств иммо­
билизованной иа силохроме С-80 бета-фруктофуранозндазы А. ри11и- 
1ап$ показало, что связанный фермент не претерпевает особых измене­
ний, кроме небольшого сдвига температурного оптимума г 50° до 60е. 
Оптимальное значение pH равно 5.5- 6,0. Такие же результаты получе­
ны Шустровой с соавт [7] при иммобилизации бета-фруктофуранозн­
дазы иа силикагеле МСЛ-750. Установлено также, что связанный фер­
мент, как и нативный [1]. более стабилен при сравнительно низких тем­
пературах 18 -20° и pH 5,7.

Интересно отметить, что зависимость активности иммобилизован­
ного препарата от концентрации субстрата (в координатах Эди-Хофе- 
ти) выражается в виде кривой, не пересекающей оси абсцисс и орди­
нат (рис.), г. с. полного насыщения фермента субстратом т пределах

Зависимость скорости реакции аг концентрации субстрата (0.1 -50%) в 
координатах Эдн-Хофсти.

0,1—50%) не происходит. Эта закономерность наблюдается также у 
нативного фермента [I], что подтверждает положение о существовании 
двух активных центров у внеклеточной бетя-фруктофуранозилазы 
А. рнПиктх. активных центров иммобилизованного фермента рав­
ны соответственно 0,28 и 1,5 ЛА.

Как и у нативного фермента, у иммобилизованного также отмеча­
ется прямо пропорциональная зависимость бета-фруктофуранолидан­
ной активности от концентрации препарата.

При изучении влияния различных соединений иа активность свя­
занного фермента выявлены некоторые, хотя и не очень существенные, 
различия в каталитической активности табл. 2) Так, если анилин и 
пиридоксин почти в одинаковой степени ингибируют как нативный, так 
и иммобилизованный ферменты, го метасиликат натрия больше подав­
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ляет активность нативного фермента, а р-хлормеркурибензоат—иммо­
билизованного. Степень активирования иммобилизованного фермента 
пирндоксальфосфатом на 29% выше, чем таковая нативного. Глута­
тион, не влияя на нативную бета-фруктофуранозидазу, вызывает акти­
вацию иммобилизованной на 31° .
Таблиц;։ 2. Влияние некоторых химических соединений на активность иммобили- 
ювапной бета-фруктофуранозидазы

еi г носителя % от контроля

Активность иммобилизованной 
бета-фруктофуранознлззы

Соединение 10 ' М -------- ——--------------------------------------

Контроль (без добавок) 0.42 100
Анилин 0.10 24.3
Пиридоксин 0.23 54.0
Натрии крем некие л ы й 0.28 67.5
р-Х л ор м ср кур иб с П зо<и 0.30 70.2
Глутатион окисленный 0.55 131.0
Г! и рядок саль фосфа: 0.61 143.2

Изучение влияния ионов металлов на иммобилизованную бета- 
фруктофуранозидазу (табл 3) показало, что наибольшая потеря актив­
ности имеет место з присутствии панов ртути и серебра (94,8 и 86,9% 

'•соответственно), которые являются также сильными ингибиторами на­
тивного фермента
Таблица 3. Влияние различных конов металлов на активность иммобилизованном 
адпа-фрумофуранозидазы

Активность иммобилизованной 
бета-фру ктофуранозидазы

Ионы .металлов, 10-7 М —~------------ - ---------------------------------
ед । носителя % о։ контроля

Контроль (бе > тобанок) 0.38 100
РЬ*Г 0.40 107.7
Са’*֊ 0.39 102 8
Ni’4- 0.38 100.0

0.37 98 9
Zn’+ 0.34 92 0
Си-’4- 0 30 81 3
l?e=+ 0.25 67 4
Cd-'r 0.25 67.4
МО» ♦ 0.20 54.7
Ag* 0.05 13.1
Hg2+ 0.02 5.2

С келью выявления возможности использования иммобилизованном 
бета-фруктофуранозидазы с большей эффективностью мы исследовали 
гидролиз сахарозы в отходах сахарного производства мелассе, полу­
ченной из Спитакского сахарного завода. Содержание сахарозы в ме­
лассе составляло 48—50%. Для проведения реакции мелассу из-за 
большой вязкости разбавляли дистиллированной водой в 4 раза и ис­
пользовали в качестве субстрата. Реакция протекала в статических 
условиях в колбах при 50° при постоянном перемешивании ՛. 180 об/мин) 
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и промывании препарата дистиллированной водой после каждого упот­
ребления. Бета-фруктофуранозидаза оказалась достаточно стабильной 
и практически не утрачивала активности при многократном использо­
вании.

Таким образом, на основании приведенных данных можно заклю­
чить, что иммобилизация внеклеточной бета-фруктофуранозидазы 
A. pidltdans на сп.тохро.ме С-80 не приводит к существенным измене­
ниям свойств фермента. Нм мобилизованный ферментный препарат 
можно использовать не только для гидролиза чистых высококонцент­
рированных растворов сахарозы, но и отходов сахарного производства,, 
содержащих сахарозу, мелассы.
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ФЕРМЕНТАТИВНЫЙ ГИДРОЛИЗ КРАХМАЛА 
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ТЕРМОФИЛЬНОЙ БАЦИЛЛЫ

A. Af. БАЛАЯН, В. А. ЛБЕЛЯИ. Л. С. МАРКОСЯН

Институт микробиологии АН АрмССР, г. Абовян

Изучена возможность биоконяерсии крахмала в сахаристые продукты с 
помошью термофильного штамма Bacillus sp.

Показано, что нативные и стабилизированные клетки обладают пуллу- 
ланазиой и амилолитической активностью; при гидролизе крахмала ука­
занным штаммом н '.зш'.енмосш о: продолжительности процесса образу­
ются мальтоза и глюкоза

քհսումնասիրվեԼ Լ օպաշի փսքսակԼրսքում ր շաքտրանյու01.րի BaoHluS Sp. 1>1.րմոֆխ 
շսրամի միչոէքովւ Պարգվնշ է, որ նշված մքրկրոօրւքանիղմն օժտված է պողրպանւս- 
րյաշքւն Լ ամ ակտիվութ յուննԼրով։ հաիվւսծ հ p'fprr lptr/‘ աևողոփլոէնից чи-
շան տարա/Ուծվում ( մինշև Jшцлн։՛տյի և <շյւո։կոզաշյէ1

The possibility of starch hydrolysis into sugar products by means of na­
tive and stabilized cells of the thermophilllc strain Bacillus sp. Is studied.
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