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Разработана методика получения высокоочищенных препаратов ину-
линазы из продуцентов Aspergillus awamori и Saccharomyces cerevisiae. 
Исследовано влияние различных органических растворителей на пол-
ноту осаждения данного фермента. 
Ключевые слова: инулиназа, этанол, изопропанол, ацетон. 

 
Инулиназы различного происхож-

дения расщепляют инулин и другие фрук-
тозосодержащие полимеры до фруктозы, 
воздействуя на гликозидные связи. Инули-
наза (инулаза; 2,1-β-D-фруктан-
фруктаногидролаза, КФ 3.2.1.7.) широко 
распространена среди высших растений и 
микроорганизмов. Данный фермент может 
применяться для получения фруктозы из 
растительного сырья: топинамбура, геор-
гина, девясила, цикория, одуванчика, ло-
пуха. Сиропы с высоким содержанием 
фруктозы, полученные путем фермента-
тивного гидролиза экстрактов инулинсо-
держащих растений, могут быть широко 
использованы в кондитерской промыш-
ленности, в лечебном питании больных 
сахарным диабетом, а также для профи-
лактики кариеса и ожирения. 

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА 
Объектами исследования послужили 

инулиназы из Aspergillus awamori 2250 и 
Saccharomyces cerevisiae ВГШ-2 (ВКПМ, 
Москва). В качестве субстрата для фер-
ментативной реакции применяли инулин 
(Spofa, Прага). 

Фермент экстрагировали из высу-
шенной и измельченной культуры проду-
цента при 20-25 °С в течение 1,5 ч. Осаж-
дение инулиназ проводили при температу-
ре -4 °С и значении рН 4,0, полученный 
осадок отделяли центрифугированием, вы-
сушивали на воздухе и взвешивали. Со-
держание белка определяли методом Ло-
ури [5], каталитическую активность изме-
ряли спектрофотометрически на фотоэлек-

троколориметре КФК-3 (Россия) при по-
мощи реакции Селиванова [2].  

Статистическую обработку резуль-
татов экспериментов проводили с помо-
щью пакета программ «Statgraphics». Дос-
товерность отличий контрольных и экспе-
риментальных результатов оценивали при 
помощи t-критерия Стьюдента. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
В этой работе нами было изучено 

влияние различных концентраций этанола 
и ацетона на эффективность осаждения 
инулиназы Aspergillus awamori и различ-
ных концентраций ацетона и изопропанола 
на степень очистки инулиназы Saccharo-
myces cerevisiae. Данные экспериментов 
(рис. 1 и 2) свидетельствуют о том, что 
использование этанола и ацетона в диапа-
зоне концентраций 50 %-80 % по-разному 
отражается на выходе инулиназы 
Aspergillus awamori и эффективности ее 
очистки. Максимальный выход фермента 
наблюдается при концентрации ацетона 65 
% и составляет 85 %, что на 5 % больше 
этой же величины, чем при осаждении 
этанолом. Более низкие концентрации 
данного растворителя (50 %), хотя и со-
храняют большую активность инулиназы 
(до 13 ед/мг), но выход энзима при этом 
оказывается ниже. Более высокие концен-
трации ацетона (80 %) резко уменьшают 
ферментативную активность. Таким обра-
зом, оптимальной концентрацией ацетона 
для осаждения инулиназы из поверхност-
ной культуры Aspergillus awamori является 
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65 %, в этом случае выход фермента и эф-
фективность очистки максимальны. 

В следующей серии экспериментов 
мы исследовали влияние этанола в различ-
ных концентрациях на процесс очистки 
инулиназы Aspergillus awamori. Оказалось, 
что для осаждения фермента этанолом 
требуется большая концентрация спирта – 
75 %. При этом эффективность очистки 
максимальна, выход фермента составляет 
81 %, а удельная активность оказывается 
на 7 % ниже этой же величины, чем при 
использовании оптимальной концентрации 
ацетона. 

Анализируя полученные результаты, 
мы пришли к выводу, что использование 
ацетона в концентрации 65 % является 
наиболее эффективным, рациональным и 
экономичным. Ацетон обладает меньшим 
денатурирующим действием, чем этанол, 
отчасти потому, что требуются более низ-
кие его концентрации для получения фер-
мента. Кроме того, ацетон более летуч, что 
позволяет легко удалять его из полученно-
го препарата, к тому же он оказывает ста-
билизирующее действие на белковую мо-
лекулу фермента. 

 

 
 
Рис. 1. Влияние различных концентраций ацетона на очистку инулиназы Aspergillus 
awamori 
 

 
Рис. 2. Влияние различных концентраций этанола на очистку инулиназы Aspergillus 
awamori 
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Литературные данные указывают на 
то, что концентрация ионов водорода в 
среде может влиять на процесс осаждения 
ферментов органическими растворителями 
[1, 3]. В связи с этим, следующая серия 
экспериментов была посвящена изучению 

влияния различных значений pH на ката-
литическую активность инулиназы и сте-
пень ее очистки в ходе осаждения ацето-
ном оптимальной концентрации из по-
верхностной культуры Aspergillus awamori 
(рис. 3). 

 

 
Рис. 3. Влияние различных значений pH на активность инулиназы Aspergillus awamori 
при осаждении ее ацетоном 
 

Показано, что для выпадение ину-
линазы в осадок из раствора наиболее пер-
спективным является значение pH 4,0. 
Данная концентрация ионов водорода, по-
видимому, близка к изоэлектрической точ-
ке инулиназы из Aspergillus awamori. Из-
вестно, что почти все глобулярные белки 
при значении pH раствора, близком к их 
изоэлектрической точке, обладают мень-
шей растворимостью [4], так как в этом 
случае молекула не несет суммарного за-

ряда и, следовательно, между соседними 
белковыми глобулами отсутствует элек-
тростатическое отталкивание. Поскольку 
белки, имеющие различные изоэлектриче-
ские точки, осаждаются при различных 
концентрациях ионов водорода в среде, 
используя оптимальное для осаждения 
инулиназы значение pH, можно успешно 
освобождаться от сопутствующих белков в 
ходе очистки. 

 

 
Рис. 4. Влияние различных концентраций изопропанола на очистку инулиназы Saccharo-
myces cerevisiae 
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Наши исследования показали, что обоими органическими растворителями инули-
наза Saccharomyces cerevisiae осаждалась монотонно с последовательным увеличением 
их концентрации. На рис. 4 и 5 представлены данные о влиянии концентрации изопропа-
нола и ацетона на осаждение инулиназы. 
 

 
Рис. 5. Влияние различных концентраций ацетона на очистку инулиназы Saccharomyces 
cerevisiae 
 

Показано, что лучшим осадителем 
для инулиназы Saccharomyces cerevisiae 
является изопропанол при содержании его 
в смеси в объемных соотношениях 1:3,5. В 
этом случае выход фермента составил 96,7 
% при степени очистки 2,21. Самая высо-
кая удельная активность энзима (9,54 
ед/мг) получена при концентрации изо-
пропанола 1:4, выход фермента в этом 
случае достигал 86,4 %. 

Максимально возможный выход 
инулиназы, полученный при использова-
нии ацетона в соотношении 1 объем рас-
творителя на 3 объема экстракта составил 
86,9 % при степени очистки 1,14. 

Таким образом, анализ полученных 
результатов позволил заключить, что для 
получения технического препарата инули-
назы из продуцентов Aspergillus awamori и 
Saccharomyces cerevisiae можно успешно 
использовать любой из указанных органи-
ческих растворителей (этанол, изопропа-

нол, ацетон) в оптимальных концентраци-
ях. 
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RESEARCH OF APPLICATION CONDITIONS OF SOME ORGANIC SOLVENTS 
FOR CLEARING OF INULINASE FROM VARIOUS SOURCES  

Kovaleva T.A., Holyavka M.G., Saprykina N.I. 
Voronezh state university 

 
The technique for reception of high cleaning inulinase preparations from producers As-

pergillus awamori and Saccharomyces cerevisiae is developed. Influence of various organic 
solvents on completeness of sedimentation for the given enzyme is investigated. 

Key words: inulinase, ethanol, izopropanol, acetone. 


