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В результате клонирования генов inuA, inu1, aglC и fopA, кодирующих эндоинулиназу (эндоИНУ), экзо-
инулиназу (экзоИНУ), α-галактозидазу С (АГЛС) и сахаразу (САХ), в реципиентный штамм Penicillium
verruculosum B1-537 (ΔniaD) получены рекомбинантные штаммы-продуценты, способные с высоким
выходом продуцировать целевые рекомбинантные ферменты (32‒50% от общего содержания внекле-
точного белка). Получены и охарактеризованы ферментные препараты эндоИНУ, экзоИНУ, АГЛС и
САХ. С помощью хроматографических методов выделены гомогенные (по данным электрофореза в по-
лиакриламидном геле) эндоИНУ, экзоИНУ, САХ и АГЛС с молекулярной массой 62, 56, 67 и 76 кДа со-
ответственно. Гомогенная эндоИНУ имела высокую удельную активность по инулину топинамбура
(56 ед/мг); экзоИНУ обладала активностью по инулину (17 ед/мг), сахарозе (850 ед/мг), раффинозе
(41 ед/мг) и стахиозе (15 ед/мг); САХ ‒ по сахарозе (10.5 ед/мг), раффинозе и стахиозе (3.8 и 1.4 ед/мг со-
ответственно); АГЛС характеризовалась наличием активности по раффинозе и стахиозе (31 и 30 ед/мг
соответственно), не проявляла сахаразной активности, но была высокоактивна по отношению к синте-
тическому субстрату п-нитрофенил-α-D-галактозиду (311 ед/мг). Определены кинетические параметры
гидролитической активности гомогенных ферментов на соответствующих субстратах (kcat и Кm). Темпе-
ратурный оптимум эндоИНУ составил 50‒55°С, экзоИНУ – 55‒65°С, АГЛС – 65°С, САХ – 35°С. Эн-
доИНУ проявляла максимум активности при рН 6.5; экзоИНУ – при рН 4.5, АГЛС – при рН 4.5‒5.0, а
САХ – при рН 5.5‒6,0. Изучена термостабильность ферментов при различной температуре. ЭндоИНУ
эффективно гидролизовала инулин с образованием фруктоолигосахаридов со степенью полимеризации
3‒8. ЭкзоИНУ количественно конвертировала инулин в глюкозо-фруктозный сироп (ГФС) с соотно-
шением Глу : Фру = 1 : 3, а также сахарозу в ГФС с соотношением Глу : Фру примерно 1 : 0.63 (САХ гид-
ролизовала сахарозу с таким же соотношением продуктов). Галактоолигосахариды сои (раффиноза и
стахиоза) превращались в сахарозу и моносахариды (глюкозу, галактозу и фруктозу) под действием
АГЛС, а совместное действие САХ и АГЛС приводило к полной конверсии до моносахаридов как раф-
финозы и стахиозы, так и сахарозы. Обработка галактоолигосахаридов ЭкзоИНУ приводила к такому
же результату. Полученный фермент ЭкзоИНУ можно рассматривать в качестве перспективного для
биотехнологического применения вследствие его широкой субстратной специфичности – он может
быть использован как для получения ГФС из инулина и сахарозы, так и для деструкции галактоолигос-
ахаридов сои.
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МКЦ – микрокристаллическая целлюлоза; пНФГ – п-нитрофенил-α-D-галактозид; САХ – сахараза; ФОС – фруктооли-
госахариды; ФП – ферментный препарат; Фру – фруктоза; ЦБГ – целлобиогидролаза; ЭГ – эндоглюканаза; экзоИНУ –
экзоинулиназа; эндоИНУ – эндоинулиназа; ЭСШ – экструдированный соевый шрот; ЭФ-ПААГ – электрофорез в полиа-
криламидном геле.
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Ферменты находят широкое применение в пи-
щевой промышленности для переработки про-
дуктов сельского хозяйства [1, 2]. Среди них мож-
но выделить группу карбогидраз, имеющих близ-
кую групповую субстратную специфичность и
гидролизующих α- и β-гликозидные связи в раз-
личных олиго- и полисахаридах. В эту группу вхо-
дят эндоинулиназа (эндоИНУ), экзоинулиназа
(экзоИНУ), сахараза (САХ) и α-галактозидаза С
(АГЛС).

Эндоинулиназа (2,1-β-D-фруктанфруктаногид-
ролаза, КФ 3.2.1.7, семейство гликозилгидролаз 32,
GH32) гидролизует по неупорядоченному меха-
низму внутренние связи полифруктана (инулина)
топинамбура, цикория, агавы и других инулинсо-
держащих растений с образованием в качестве ос-
новных продуктов фруктоолигосахаридов (ФОС),
которые используются для получения продуктов
функционального и лечебного назначения [3].

Экзоинулиназа (2,1-β-D-фруктанфруктогид-
ролаза, КФ 3.2.1.80, GH32) гидролизует по процес-
сивному механизму концевые β-2,1-фруктозидные
связи инулина, а также сахарозу и применяется для
производства из топинамбура, цикория, агавы и
других инулинсодержащих растений фруктозы и
глюкозо-фруктозных сиропов (ГФС) с повышен-
ным содержанием фруктозы. Получаемые с помо-
щью экзоИНУ сахара могут служить сырьем для
производства широкого круга продуктов микро-
биологического синтеза: этанола, бутанола, молоч-
ной, лимонной и фумаровой кислот и др. [3, 4].

Сахараза (инвертаза, β-фруктофуранозидаза,
КФ 3.2.1.26, GH32) гидролизует 1,2-β-D-гликозид-
ные связи сахарозы с образованием глюкозы и
фруктозы, а также катализирует гидролиз 1,2-β-
гликозидных связей галактоолигосахаридов. САХ
применяют для гидролиза (инверсии) сахарозы и
получения ГФС [5].

α-Галактозидаза С (КФ 3.2.1.22, GH36С) гид-
ролизует концевые невосстанавливающие α-D-га-
лактозидные связи природных галактоолигосаха-
ридов, наиболее распространены из которых раф-
финоза α-D-Гал-p-(1 → 6)-α-D- Глю-p-(1 → 2)-β-
D-Фру-f и стахиоза α-D-Гал-p-(1 → 6)-α-D-Гал-
p-(1 → 6)-α-D-Глю-p-(1 → 2)-β-D-Фру-f, а также
синтетические субстраты. Галактоолигосахариды
присутствуют в сое и других бобовых, используе-
мых в качестве компонентов кормов животных и
птицы, практически не усваиваются организмом
животных и птицы, вызывают метеоризм, сниже-
ние усвояемости питательных веществ и гипер-
трофию кишечника. В связи с этим для увеличения
питательной ценности кормов необходимо их уда-
ления или деструкция – это и есть практическое
применение АГЛС [6, 7].

На основе реципиентного штамма Penicillium
verruculosum B1-537 (ΔniaD) нами созданы высо-
коактивные штаммы-продуценты экзоИНУ, эн-

доИНУ, САХ и АГЛС. Представлялось целесооб-
разным провести сравнительный анализ активно-
сти, состава и свойств ферментных препаратов
(ФП), полученных с помощью этих штаммов-про-
дуцентов, а также свойств выделенных в гомоген-
ном состоянии соответствующих ферментов и
определить возможности их использования в раз-
личных областях биотехнологии.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Реактивы

В качестве субстратов в работе использовали
инулин топинамбура (“Реахим”, Россия), сахаро-
зу, раффинозу, стахиозу, п-нитрофенил-α-D-Гал
(пНФГ) (Sigma-Aldrich, США).

Для приготовления буферных растворов и
ферментационных сред использовали реактивы
марок хч, чда и осч производства “Хеликон” и
“Реахим” (Россия), а также Pharmacia (Шве-
ция) и Sigma-Aldrich.

Генетические конструкции
Все генетические конструкции были разработа-

ны по единой схеме и состояли из последовательно
соединенных нуклеотидных последовательностей,
соответствующих промоторному региону гена
cbh1 целлобиогидролазы-1 P. verruculosum, полно-
размерному целевому гену и терминаторной об-
ласти этого гена. Регуляторные области гена cbh1
были амплифицированы ранее [8] и на их основе
разработаны базовые векторы серии pCBHI для
клонирования и экспрессии гетерологичных ге-
нов [8–12]. Нуклеотидные последовательности, со-
ответствующие полноразмерным целевым генам
эндо ИНУ А (inuА), экзоИНУ (inu1), САХ (fopA) и
АГЛС (aglC), амплифицировали методом ПЦР; в
качестве матрицы использовали геномные ДНК
штаммов Aspergillus sp. Геномные ДНК этих штам-
мов выделяли с помощью набора фирмы QIAGEN
(США) по стандартным протоколам. Амплифици-
рованные целевые гены встраивали в вектор pCBHI
с использованием методики независимого лигиро-
вания [13]. Таким образом были получены четыре
конструкции для трансформации реципиентно-
го штамма, отсутствие мутаций в этих конструк-
циях подтвердили секвенированием по методу
Сэнгера в обоих направлениях нуклеотидной по-
следовательности [14].

Трансформация реципиентного штамма
Трансформацию штамма P. verruculosum 537

(ΔniaD) и получение протопластов проводили по
методике, описанной ранее [8]. В качестве котранс-
формирующей использовали плазмиду pSTA10, не-
сущую ген нитратредуктазы, который обеспечи-
вал комплементацию дефектного гена niaD в ре-
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ципиентном штамме, что позволяло вести отбор
трансформантов на среде с нитратом натрия.

Полученные трансформанты проанализиро-
ваны на наличие и уровень биосинтеза целевых
ферментов, а также концентрацию внеклеточно-
го белка в культуральной жидкости (КЖ) после
ферментации в колбах Эрленмейера (по методике
[15]). Отобранные наиболее продуктивные по це-
левой активности трансформанты использова-
ны для наработки сухих ФП после фермента-
ции в 1-литровых ферментерах фирмы “Проин-
тех” (Россия) по методике [15]. Сухие ФП получали
на лиофильной сушилке Virtis Benchtop 9L Pro (SP
Scientific, США).

Контролем служил сухой ФП, полученный с
помощью реципиентного штамма P. verruculosum
537 (ΔniaD).

Определение активности ферментов

Активность ФП и гомогенных ферментов по от-
ношению к инулину, раффинозе, стахиозе и саха-
розе определяли по начальной скорости гидролиза
этих субстратов при их концентрации в реакцион-
ной смеси 5 г/л, при 50°С и рН 5.0 (время реакции
10 мин). Активность выражали в международ-
ных единицах: 1 единица соответствует образо-
ванию 1 мкмоль продукта (восстанавливающих са-
харов, ВС) за 1 мин при действии ферментов на
соответствующий субстрат; ВС определяли мето-
дом Шомоди‒Нельсона (см. в работе [16]).

Активность по отношению к пНФГ (0.9 мМ в
реакционной смеси) определяли по скорости об-
разования п-нитрофенола в качестве продукта
при 50°С и рН 5.0 (время реакции 10 мин). Реакцию
останавливали раствором 1 М Na2CO3. За единицу
активности принимали количество фермента, не-
обходимое для образования 1 мкмоль п-нитрофе-
нола за 1 мин [16].

Содержание белка

Содержание белка в ФП определяли по методу
Лоури, используя в качестве стандарта БСА [17].

Электрофорез в полиакриламидном 
геле (ЭФ-ПААГ)

Электрофорез в денатурирующих условиях про-
водили на приборе Miniprotean Tetra cell с источни-
ком питания Model 300Xi (Bio-Rad Laboratories,
США) по протоколу производителя. Для окра-
шивания белков в геле использовали краситель
Coomassie-Brilliant Blue R-250 (Ferrak, Германия).
В качестве маркеров молекулярной массы белков
(20‒120 кДа) использовали коммерчески доступ-
ную смесь (#26612, Thermo Fisher Scientific, США).

Идентификация ферментов
Идентификацию ферментов проводили мето-

дом пептидного картирования после расщепления
белка, содержащегося в соответствующей поло-
се геля после ЭФ-ПААГ, с помощью трипсина
(Promega, США). MALDI-масс-спектрометрию
трипсинового гидролизата проводили на вре-
мяпролетном масс-спектрометре Ultraf leXtreme
(Bruker Daltonik GmbH, Германия) в Центре кол-
лективного пользования “Промышленные биотех-
нологии” Федеральный исследовательский центр
“Фундаментальные основы биотехнологии” РАН
(Россия). Полученные масс-спектры триптиче-
ских пептидов анализировали с помощью про-
граммы MASCOT (http://www.matrixscience.com),
а также сопоставляли с продуктами протеолиза
белков in silico, полученными с использованием
программы PeptideMass (http://expasy.org/tools/pep-
tide-mass.html), исходя из известных аминокис-
лотных последовательностей целевых ферментов.

Состав ФП
Для определения состава ФП проводили ден-

ситометрический анализ электрофореграмм ФП
с помощью программы GelAnalyzer 2010a.

рН-профиль активности
Определение pH-профиля активности гомо-

генных ферментов и ФП проводили, измеряя их
активность в диапазоне значений pH от 2.5 до 7.5,
с шагом 0.5 единиц рН (при 50°С) по соответству-
ющим субстратам: инулину для экзоИНУ и эндо-
ИНУ, сахарозе для САХ и пНФГ для АГЛС. Для
приготовления буферных растворов с заданными
значениями pH использовали 0.1 М цитрат-фос-
фатный буфер. Результаты измерений отобража-
ли в процентах от максимального значения ак-
тивности в рН-оптимуме.

Температурный профиль активности
Определение температурного профиля актив-

ности гомогенных ферментов и ФП проводили,
измеряя их активность по соответствующим
субстратам (см. пункт “рН-профиль активно-
сти”) при различных температурах (в диапазоне
4‒80°C, с шагом 5‒10°C) при рН 5.0. Результа-
ты измерений отображали в процентах от макси-
мального значения активности в температурном
оптимуме.

Стабильность ферментов
Для определения стабильности гомогенных

ферментов и ФП их растворы инкубировали при
различных значениях температуры (при рН 5.0),
отбирая через заданные промежутки времени
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(15‒30 мин) аликвоты реакционной смеси. Ак-
тивность ферментов оценивали на соответствую-
щих субстратах, как указано выше.

Результаты отображали в виде зависимости оста-
точной активности (в процентах от исходной) от
времени инкубации при определенном значении
температуры.

Кинетические параметры
Кинетические константы ферментов опреде-

ляли, используя следующие концентрации суб-
стратов в реакционной смеси: 1‒10 г/л для ину-
лина, 0.018‒0.090 М для сахарозы, 0.45‒8.10 М
для пНФГ ‒ и гомогенных ферментов: 0.034 мг/мл
эндоИНУ, 0.28 мг/мл экзоИНУ, 0.36 мг/мл САХ и
0.12 мг/мл АГЛС. Эксперименты проводили при
50°С и рН 5.0. Значения констант уравнения Миха-
элиса‒Ментен получали в результате обработки
экспериментальных данных в координатах Лай-
нуивера‒Берка.

Ферментативный гидролиз инулина, 
сахарозы и галактоолигосахаридов сои

Гидролиз инулина (100 г/л в реакционной сме-
си) проводили при 50°С и рН 5.0 (0.1 М ацетатный
буфер) при постоянном перемешивании на магнит-
ной мешалке (250 об/мин). В предварительных экс-
периментах была подобрана оптимальная доза
ферментов, которая составила: 5 единиц активно-
сти (ед) на 1 г субстрата для эндоИНУ и 0.5 ед/г суб-
страта для экзоИНУ.

Гидролиз сахарозы (200 г/л в реакционной
смеси) проводили при 50°С и рН 5.0. рН контро-
лировали с помощью лимонной кислоты при по-
стоянном перемешивании на магнитной мешал-
ке (250 об/мин). В предварительных эксперимен-
тах было показано, что для САХ оптимальной
является доза 25 ед/г субстрата.

В качестве источника галактоолигосахаридов
использовали экструдированный соевый шрот
(ЭСШ; ООО “Фуд Индастриз”, Россия), полу-
ченный с помощью двухшнекового экструдера
(Werner & Pfleiderer Continua, Германия) при 120°С.
В предварительных экспериментах были выбраны
следующие условия ферментативной обработки
ЭСШ: 40°С, рН 5.0, гидромодуль 1 : 1, периодиче-
ское перемешивание; при этом для экзоИНУ и
АГЛС доза 5 мг белка на 1 г ЭСШ (по сухой массе)
была оптимальной.

Анализ углеводов
Для анализа продуктов гидролиза инулина,

сахарозы и галактоолигосахаридов использова-
ли ВЭЖХ (Agilent Technologies, США) с электро-
химическим детектором ESA Coulochem III (Con-
quer Scientific, США) и системой компьютерной

регистрации. В качестве неподвижной фазы ис-
пользовался анионообменную колонку Carbopak
PA100 (Thermo Fischer Scientific) со 100 мМ NaOH
в качестве подвижной фазы. Элюирование прово-
дили в градиенте концентраций ацетата натрия ‒ от
0 до 500 мМ ‒ в течение 20 мин. Калибровочные
графики строили по глюкозе, галактозе, фрукто-
зе, сахарозе, раффинозе, стахиозе (Sigma-Aldrich
и Merck, Германия). Растворы, использовавшие-
ся в качестве элюентов для хроматографии, филь-
тровали через мембранный фильтр с диаметром
пор 0.45 мкм (Millipore, США) и тщательно дега-
зировали. Перед проведением хроматографическо-
го анализа пробы предварительно центрифугиро-
вали при 14 000 g в течение 4 мин.

Выделение ферментов в гомогенном виде
Для выделения целевых белков использовали

жидкостную хроматографию на приборе NGC
Chromatography Systems (Bio-Rad Laboratories) с
УФ-детектором. Белок (100 мг в 10 мл) осаждали
из раствора 80%-ным (от насыщения) раствором
(NH4)2SO4, обессоливали на колонке с BioGel Р4
(Bio-Rad Laboratories) и наносили на анионооб-
менную колонку Source 15Q объемом 10 мл (Phar-
macia), уравновешенную буфером 0.02 М Трис-HCl
(рН 6.8). Связавшиеся с носителем белки элюиро-
вали в линейном градиенте концентраций NaCl
(от 0 до 0.4 М) со скоростью 5 мл/мин. Во фрак-
циях анализировали наличие целевой фермента-
тивной активности и проводили ЭФ-ПААГ.

Далее фракции, содержащие целевые фермен-
ты, подвергали гидрофобной хроматографии на ко-
лонке Source 15 Isopropyl объем 10 мл (Pharmacia).
Образец предварительно “засаливали” (NH4)2SO4
до концентрации 1.7 М и наносили на колонку,
уравновешенную 0.05 М Na-ацетатным буфером
(рН 5.0), содержащим 1.7 М (NH4)2SO4. Связав-
шиеся с носителем белки элюировали в обратном
линейном градиенте (NH4)2SO4 ‒ от 1.7 до 0 М ‒
при скорости 1.5 мл/мин. Во фракциях анализи-
ровали наличие целевой ферментативной актив-
ности и проводили ЭФ-ПААГ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Получение штаммов-продуцентов

Для получения рекомбинантных штаммов-про-
дуцентов целевых ферментов в качестве реципиент-
ного использовали штамм P. verruculosum B1-537
(ΔniaD). Для обеспечения экспрессии целевых ге-
нов генетические конструкции содержали целевые
кодирующие последовательности, связанные с
сильным индуцибельным промотором и термина-
тором гена cbh1 – целлобиогидролазы-1, одного
из основных ферментов, продуцируемых P. verrucu-
losum [9].
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В результате трансформации реципиентного
штамма плазмидой, содержащей гетерологичный
ген эндоИНУ А (inuА) Aspergillus niger (62 кДа,
pI 2.8), был создан высокоактивный штамм-про-
дуцент эндоИНУ ‒ P. verruculosum-эндоИНУ.
При культивировании этого штамма в лабора-
торных 1-литровых ферментерах в КЖ содержа-
лось более 400 ед/мл эндоинулиназной активно-
сти, определенной при использовании инулина
топинамбура в качестве субстрата.

Трансформация реципиентного штамма плазми-
дой, содержащей гетерологичный ген экзоИНУ-1
(inu1) A. awamori (экзоИНУ, 56 кДа, pI 4.3), привела
к созданию высокоактивного штамма-проду-
цента экзоИНУ P. verruculosum-экзоИНУ. При
культивировании этого штамма в лабораторных
1-литровых ферментерах в КЖ содержалось более
2500 ед/мл экзоинулиназной активности (по ину-
лину топинамбура).

С использованием плазмиды, содержащей
гетерологичный ген aglC АГЛС A. niger (76 кДа,
pI 4.8), был создан высокоактивный штамм-про-
дуцент АГЛС P. verruculosum-АГЛС, с помощью
которого при культивировании в лабораторных
1-литровых ферментерах в КЖ получали около
28 000 ед/мл α-галактозидазной активности,

определенной с использованием пНФГ в каче-
стве субстрата.

Наконец, с использованием плазмиды, содержа-
щей гетерологичный ген fopA САХ A. oryzae (67 кДа,
pI 6.2), был создан высокоактивный штамм-про-
дуцент САХ P. verruculosum-САХ, при культивиро-
вании которого в лабораторных ферментерах полу-
чали около 400 ед/мл сахаразной активности в КЖ.

Активность ферментных препаратов

Лабораторные ФП представляли собой лио-
фильно высушенные КЖ, полученные с помо-
щью соответствующих штаммов-продуцентов в
1-литровых ферментерах. Активности сухих ФП
эндоИНУ, экзоИНУ, САХ, АГЛС, а также ФП,
произведенного с помощью реципиентного штам-
ма P. verruculosum 537 (ΔniaD) (контроль), представ-
лены в табл. 1.

ФП эндоИНУ проявлял высокую гидролитиче-
скую активность при использовании в качестве суб-
страта инулина топинамбура и низкую по отноше-
нию к сахарозе, галактоолигосахаридам и пНФГ.

По сравнению с другими ФП экзоИНУ характе-
ризовался наиболее высокой активностью по отно-

Таблица 1. Активность ферментных препаратов 
Table 1. The activity of enzyme preparations

Номер Препарат Белок, мг/г

Ферментативная активность, ед/мг

субстраты

инулин сахароза раффиноза стахиоза пНФГ

3.420Н Контроль, В1-537 873 ± 15 39 ± 3 8 ± 0,5 17 ± 1 25 ± 2 26 ± 2
3.615.1 ЭндоИНУ 269 ± 10 12900 ± 100 78 ± 4 235 ± 10 72 ± 2 7 ± 1
3.413.1 ЭкзоИНУ 467 ± 12 29300 ± 200 59000 ± 300 36400 ± 200 9290 ± 50 137 ± 7
3.368.Н САХ 405 ± 12 41 ± 3 4240 ± 50 1540 ± 20 550 ± 15 53 ± 4
3.518.3 АГЛС 399 ± 12 74 ± 4 25 ± 2 12400 ± 100 12100 ± 100 124300 ± 500

Таблица 2. Удельная активность ферментных препаратов 
Table 2. Specific activity of enzyme preparations

Номер Препарат

Удельная гидролитическая активность, ед/мг белка

субстраты

инулин сахароза раффиноза стахиоза пНФГ

3.420Н Контроль, В1-537 0.04 ± 0.003 0.01 ± 0.001 0.020 ± 0.001 0.030 ± 0.002 0.030 ± 0.002

3.615.1 ЭндоИНУ 48 ± 3 0.29 ± 0.03 0.87 ± 0.05 0.27 ± 0.03 0.030 ± 0.002

3.413.1 ЭкзоИНУ 63 ± 4 126 ± 7 78 ± 5 20 ± 2 0.29 ± 0.03

3.368.Н САХ 0.100 ± 0.005 11.0 ± 0.5 3.8 ± 0.3 1.4 ± 0.1 0.13 ± 0.01

3.518.3 АГЛС 0.19 ± 0.01 0.060 ± 0.004 31 ± 3 30 ± 3 312 ± 10
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шению к инулину топинамбура, сахарозе, раффи-
нозе и стахиозе и низкой относительно пНФГ.

ФП САХ с низкой эффективностью гидролизо-
вал инулин топинамбура, с высокой ‒ сахарозу и
снижающуюся в ряду раффиноза, стахиоза, пНФГ.

ФП АГЛС проявлял высокую и практически
одинаковую активность по отношению к раф-
финозе и стахиозе, крайне высокую к пФНГ и
очень низкую к инулину топинамбура и сахарозе.

Отметим, что контрольный ФП, полученный с
помощью реципиентного штамма, проявлял низ-
кую активность по отношению к использованным
для проверки активности рекомбинантных ФП
субстратам.

В табл. 2 приведены удельные активности по-
лученных ФП (ед/мг белка). Самая высокая удель-
ная активность по отношению к инулину топинам-
бура зарегистрирована для ФП экзоИНУ, для ФП
эндоИНУ она на 23% ниже. Самая высокая сахараз-

ная удельная активность зарегистрирована для ФП
экзоИНУ среди исследуемых нами ФП, причем
она заметно превышала таковую для ФП САХ. Кро-
ме того, ФП экзоИНУ проявлял существенно более
высокую удельную активность по отношению к
раффинозе и стахиозе, чем ФП АГЛС. Удельная
активность последнего была максимальна в отно-
шении синтетического субстрата, пНФГ, среди ис-
следованных ФП.

Состав ферментных препаратов

На рис. 1 приведены результаты анализа бел-
кового состава ФП эндоИНУ, экзоИНУ, САХ,
АГЛС с помощью ЭФ-ПААГ, а также контрольного
ФП, полученного на основе реципиентного штам-
ма. Электрофореграммы рекомбинантных ФП
характеризуются наличием мажорных полос,
соответствующих молекулярным массам целе-
вых рекомбинантных ферментов (и существен-
но отличаются от электрофореграммы ФП реци-
пиентного штамма).

Белковые полосы, соответствующие целевым
ферментам, вырезали, обрабатывали трипсином,
полученные гидролизаты исследовали с помо-
щью MALDI-TOF-масс-спектрометрии. Установ-
лено, что полосы на электрофореграмме (рис. 1),
соответствующие 62, 56, 67 и 76 кДа, принадлежат
соответственно эндоИНУ, экзоИНУ, САХ и АГЛС
(данные не приведены).

Компонентный состав сухих рекомбинантных
и контрольного ФП, определенный методом денси-
тометрического анализа электрофореграмм, полу-
ченных с помощью ЭФ-ПААГ, приведен в табл. 3.
Отметим, что контрольный ФП, полученный на
основе реципиентного штамма, содержал значи-
тельное количество целлобиогидролаз (ЦБГ1 и
ЦБГ2) – 60% от общего белка, в его состав вхо-
дили также эндоглюканазы (ЭГ, 12%) и другие
ферменты (28%). Состав рекомбинантных ФП су-
щественно изменился по сравнению с контролем
из-за наличия в них целевых рекомбинантных фер-
ментов. Так, содержание эндоИНУ в соответствую-
щем ФП составило около 40% (от общего белка),
экзоИНУ в ФП – 50%, САХ в ФП – около 30%,
АГЛС в ФП – 40%. Содержание собственных фер-
ментов реципиентного штамма в рекомбинантных
ФП было снижено (ЦБГ суммарно – до 40‒45%,
ЭГ суммарно – до 6‒8%, других ферментов – до
3‒20%). Изменение состава рекомбинантных ФП с
точки зрения наличия в них значительного количе-
ства целевых ферментов хорошо коррелирует с
уровнем их активности по специфическим суб-
стратам.

Рис. 1. Электрофоретический анализ ферментных
препаратов. Электрофореграмма ФП: 1 – экзоИНУ,
2 – эндоИНУ, 3 – АГЛС, 4 – САХ, 5 – контроль (ФП,
полученный в реципиентном штамме P. verruculosum
B1-537 (ΔniaD)). М – маркеры молекулярной массы
белков. На треках 1–4 стрелками отмечены целевые
рекомбинантные ферменты. На треке 5: а – β-глюко-
зидаза; б – целлобиогидролаза-1 (ЦБГ1, тяжелая
форма); в – ЦБГ1 (легкая форма); г – ЦБГ2 (тяжелая
форма); д – ЦБГ2 (легкая форма); е – эндоглюканаза-2
(ЭГ2). 
Fig. 1. Electrophoretic analysis of enzyme preparations
(EP). 1 – exoinulinase (exoINU), 2 – endoinulinase (en-
doINU), 3 – α-galactosidase C (AGLC), 4 – sucrose
(SUC), 5 – control (EP produced by the recipient strain
P. verruculosum B1-537 (ΔniaD)). M ‒ protein molecular
mass markers. Target recombinant enzymes are marked by
arrows on tracks 1‒4; on track 5: a – β-glucosidase; b –
cellobiohydrolase-1 (CBH1, a heavy form); c – CBH1 (a
light form); d – CBH2 (a heavy form); e ‒ CBH2 (a light
form); f – endoglucanase-2 (EG2).
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Выделение и свойства гомогенных ферментов

Гомогенные целевые ферменты выделяли из со-
ответствующих ФП. На первой стадии проводили
фракционирование предварительно обессоленных
ФП на анионообменнике Source 15Q. Фракции,
обладающие целевыми активностями, использо-
вали для выделения гомогенных ферментов с по-
мощью гидрофобной хроматографии на колонке
Source 15 Isopropyl. В результате целевые фермен-
ты были получены в гомогенном виде (рис. 2).

Удельная активность гомогенных ферментов
по отношению к различным субстратам приве-
дена в табл. 4. Удельная активность эндоИНУ по
отношению к инулину топинамбура была пример-
но в 3 раза выше, чем таковая для экзоИНУ. Удель-
ная активность экзоИНУ по сахарозе была в 50 раз
выше, чем активность этого же фермента по инули-
ну. Важно заметить, что удельная активность го-
могенной САХ по сахарозе в 13 раз ниже, чем для
экзоИНУ. Удельная активность экзоИНУ по раф-
финозе и стахиозе была сопоставима с таковой для
АГЛС. Отметим также высокое значение удельной
активности АГЛС по пНФГ. В целом, данные по
удельной активности гомогенных ферментов на-
ходятся в полном соответствии с данными, при-
веденными в табл. 1 и 2, характеризующими ак-
тивности соответствующих ФП.

В ходе исследования определены кинетические
параметры гидролиза соответствующих субстратов
гомогенными ферментами (табл. 5). Значение па-
раметра kcat/Km, характеризующего эффективность
гидролиза потенциального субстрата, для экзоИНУ
по инулину было почти на порядок выше, чем для

Таблица 3. Содержание ферментов в различных ФП 
Table 3. Enzyme content in various enzyme preparations

Штамм-продуцент ФП
Содержание фермента, % от общего белка

эндоИНУ экзоИНУ САХ АГЛС ЦБГ ЭГ другие

P. verruculosum В1-537 – – – – 60 12 28
P. verruculosum-эндоИНУ 38 – – – 45 6 13
P. verruculosum-экзоИНУ 50 – 40 7 3
P. verruculosum-САХ – – 32 – 40 8 20
P. verruculosum-АГЛС – – – 40 40 7 13

Рис. 2. Электрофоретический анализ гомогенности
целевых белков. Электрофореграммы очищенных
ферментов: 1 – экзоИНУ, 2 – эндоИНУ, 3 – АГЛС,
4 – САХ. М – белки-маркеры молекулярной массы. 
Fig. 2. Electrophoretic analysis of homogeneous enzymes.
Electropherograms of purified enzymes: 1 ‒ exoINU,
2 ‒ endoINU, 3 ‒ AGLC, 4 ‒ SUC. M ‒ protein molec-
ular mass markers.

25

35

45

14.4
18.4

66.2

116

кДа2 3 4М1

Таблица 4. Удельная активность гомогенных ферментов 
Table 4. Specific activity of the homogeneous enzymes

*Примечание: Реакции проводили при 50°С и рН 5.0. 
*Note: The reactions were carried out at 50°C and pH 5.0.

Фермент

Удельная гидролитическая активность*, ед/мг белка

субстраты

инулин сахароза раффиноза стахиоза пНФГ

ЭндоИНУ 56 ± 3 0 0 0 0

ЭкзоИНУ 17 ± 1 850 ± 20 41 ± 2 15 ± 1 0

САХ 0 78 ± 4 0 0 0

АГЛС 0 0 20 ± 1 27 ± 1 387 ± 11
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Таблица 5. Значения кинетических параметров для гомогенных ферментов 
Table 5. Values of kinetic parameters for the homogeneous enzymes

Примечание: а Реакции проводили при 50°С и рН 5.0; b г/л – для гидролиза инулина, М – для гидролиза сахарозы и пНФГ;
c л г‒1 с‒1 – для гидролиза инулина, М‒1 с‒1 – для гидролиза сахарозы и пНФГ. 
Note: а The reactions were carried out at 50°C and pH 5.0, b g/L – for inulin hydrolysis, М – for sucrose and pNPhG hydrolysis,
c (g/L)‒1 s‒1 – for inulin hydrolysis, M‒1 s‒1 – for sucrose and pNPhG hydrolysis.

Параметрa ЭндоИну
(по инулину)

ЭкзоИну
(по инулину)

ЭкзоИну
(по сахарозе)

САХ
(по сахарозе)

АГЛС
(по пНФГ)

kcat, c‒1 60 ± 3 82 ± 4 760 ± 30 0.34 ± 0.02 773 ± 18

Km, г/л, М b 39 ± 2 5.2 ± 0.3 0.10 ± 0.01 0.014 ± 0.001 0.001 ± 0.0001

kcat/Km, л г‒1 с‒1, М‒1 с‒1 c 1.5 ± 0.1 15.8 ± 1.0 7600 ± 50 24.3 ± 1.5 773000 ± 500

Таблица 6. Оптимальные значения температуры и рН для гомогенных ферментов* 
Table 6. Optimal temperature and pH values for the homogeneous enzymes*

*Примечание: Зависимость активности ферментов от температуры определяли при рН 5.0; зависимость от рН – при темпера-
туре 50°С. Субстраты: инулин для экзоИНУ и эндоИНУ, сахароза для САХ и пНФГ для АГЛС. 
*Note: The dependence of enzyme activity on temperature was determined at pH 5.0; dependence on pH was determined at 50°C. Sub-
strates: inulin for exoINU and endoINU, sucrose for SUC, and pNPhG for AGLC.

Фермент Топт, °С Т80, °С рНопт рН80

ЭндоИНУ 50‒55 40‒60 6.5 6.0‒7.0

ЭкзоИНУ 55‒65 45‒70 4.5 4.0‒5.5

АГЛС 60 45‒62 4.5‒5.0 4.0‒6.0

САХ 35 30‒40 5.5‒6.0 5.0‒6.5

эндоИНУ. При использовании сахарозы в каче-
стве субстрата значение kcat/Km для экзоИНУ бо-
лее чем в 300 раз превосходило таковое для САХ.
Обращает на себя внимание очень высокое значе-
ние kcat/Km для АГЛС при использовании пНФГ в
качестве субстрата.

Температурный оптимум эндоИНУ составил
50‒55°С (табл. 6); значение Т80 (диапазон темпе-
ратуры, в котором активность была не менее 80% от
максимальной) составило 40‒60°С. Температур-
ный оптимум экзоИНУ наблюдали при 55‒65°С
(Т80 45‒70°С), АГЛС – при 60°С (Т80 45‒62°С), а
самое низкое значение Топт (35°С) зарегистриро-
вано для САХ (Т80 30‒40°С).

Все исследованные ферменты проявляли мак-
симальную гидролитическую активность в ней-
тральной и слабокислой области. Наибольшую
активность для эндоИНУ регистрировали при
рН 6.5; значение рН80 (диапазон рН, в котором ак-
тивность была не менее 80% от максимальной) со-

ставляло 6.0‒7.0. рН-оптимум экзоИНУ составил
4.5 (рН80 4.0‒5.5); рН-оптимум для АГЛС нахо-
дился в диапазоне 4.5‒5.0 (рН80 4.0‒6.0), для
САХ – 5.5‒6.0 (рН80 5.0‒6.5).

Отметим, что значения температурных и рН-оп-
тимумов, а также значения Т80 и рН80 для гомоген-
ных ферментов и соответствующих ФП совпадали.

Таким образом, исследуемые гомогенные фер-
менты и соответствующие ФП характеризовались
значениями Т80 в близких диапазонах, это же ка-
салось и значений рН80 (за исключением САХ ‒
фермента, для которого температурный оптимум
был ниже, чем для других ферментов).

Нами изучена стабильность гомогенных фер-
ментов при различной температуре (табл. 7).
ЭндоИНУ проявляла относительно высокую ста-
бильность: при инкубировании раствора фермента
при температуре 40 и 50°С его активность практи-
чески не изменялась в течение 180 мин и умень-
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шалась до 40 и 30% от исходной при температуре
60 и 70°С соответственно. Активность экзоИНУ
сохранялась практически на исходном уровне
(90‒100%) в течение 180 мин при 40‒50°С и сни-

жалась до 65 и 10% от исходной при 60 и 70°С со-
ответственно. Фермент АГЛС оказался менее ста-
бильным: через 180 мин инкубации при темпера-
туре 40‒50°С его активность снижалась до 30‒20%

Таблица 7. Стабильность гомогенных ферментов при различной температуре (рН 5.0)* 
Table 7. Stability of the homogeneous enzymes at different temperatures (pH 5.0)*

*Примечание: Субстраты для определения остаточной активности: инулин для экзоИНУ и эндоИНУ, сахароза для САХ и
пНФГ для АГЛС. 
*Note: Substrates for determination of residual activity: inulin for exoINU and endoINU, sucrose for SUC, and pNPhG for AGLC.

Фермент Температура, °С Остаточная активность после 3 ч инкубации, %

ЭндоИНУ

40 100
50 100
60 40
70 30

ЭкзоИНУ

40 100
50 90
60 65
70 10

АГЛС

40 30
50 20
60 7
70 –

САХ

40 30 (15 мин)
50 5 (5 мин)
60 ‒
70 ‒

Рис. 3. ВЭЖХ-анализ продуктов реакции, образующихся из инулина топинамбура под действием гомогенной
эндоИНУ. Реакционную смесь: 100 г/л инулина, 5 единиц активности эндоИНУ на 1 г субстрата ‒ инкубировали при
50°С и рН 5.0 в течение 3 ч. 1 ‒ инулин, 2 – продукты гидролиза инулина. 
Fig. 3. HPLC analysis of products formed from topinambur inulin treated with homogeneous endoINU. The reaction mixture,
100 g/L inulin and 5 units of endoinulinase activity per 1 g substrate, was incubated at 50°C and pH 5.0 for 3 h. 1 ‒ inulin,
2 ‒ products of inulin hydrolysis.
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от исходной, при 60°С ‒ до 7%, а при 70°С наблю-
далась полная инактивация. Фермент САХ про-
являл очень низкую стабильность: при инкубиро-
вании в течение 15 мин при 40°С сохранялось 30%
исходной активности, после 5 мин при 50°С ‒ 5%
активности, а при более высоких температурах фер-
мент был нестабилен.

Отметим, что параметры, характеризующие тер-
мостабильность гомогенных ферментов и соответ-
ствующих ФП, совпадали.

При обработке инулина топинамбура (100 г/л)
гомогенным ферментом эндоИНУ (5 ед/г субстра-
та) при 50°С и рН 5.0 в течение 3 ч происходил пол-
ный гидролиз субстрата. По данным ВЭЖХ, про-
дуктами гидролиза были преимущественно ФОС
со степенью полимеризации 3‒8 и в меньшем ко-
личестве ФОС с более высокой степенью полиме-
ризации. Кроме того, в реакционной смеси иденти-
фицировали сахарозу (в невысокой концентрации),
фруктозу и глюкозу (рис. 3). Исходный субстрат
содержал ФОС, сахарозу, фруктозу и глюкозу в низ-
кой концентрации.

При 50°С и рН 5.0 гомогенный фермент экзо-
ИНУ (0.5 ед/г субстрата) за 3 ч количественно гид-
ролизовал инулин топинамбура (100 г/л) с образо-
ванием ГФС с соотношением Глю : Фру примерно
1 : 3 (данные ВЭЖХ не приведены). В тех же условиях
проведения реакции при использовании в качестве
субстрата сахарозы (200 г/л) фермент экзоИНУ
(25 единиц сахаразной активности на 1 г субстра-
та) количественно конвертировал сахарозу в ГФС
с соотношением Глю : Фру примерно 1 : 0.63 (дан-
ные ВЭЖХ не приведены). Таким образом, ГФС,
полученный из инулина, был существенно обога-

щен фруктозой по сравнению с продуктом, полу-
ченным из сахарозы.

Гомогенный фермент САХ, как и экзоИНУ,
количественно конвертировал сахарозу (200 г/л,
25 единиц сахаразной активности на 1 г субстра-
та, 50°С, рН 5.0) в течение 3 ч с получением ГФС,
аналогичного по составу полученному под дей-
ствием экзоИНУ (из-за меньшей термостабильно-
сти САХ процесс проводили при температуре ни-
же, чем в случае экзоИНУ; кроме того, расход
САХ по массе был примерно в 11 раз выше, чем
экзоИНУ из-за различий в удельной сахаразной
активности двух ферментов; см. табл. 4).

Для исследования возможностей использова-
ния соответствующих гомогенных ферментов для
конверсии галактоолигосахаридов сои в качестве
сырья был использован ЭСШ (обработку ЭСШ
проводили в течение 6 ч при 40°С и рН 5.0 при
концентрации каждого фермента 5 мг/г субстра-
та). Продукты ферментативной обработки ЭСШ
анализировали методом ВЭЖХ.

Исходный образец ЭСШ содержал в своем со-
ставе стахиозу, раффинозу, сахарозу, а также мо-
носахариды (глюкозу и фруктозу) (табл. 8). Обра-
ботка ЭСШ ферментом АГЛС приводила к практи-
чески полной деструкции раффинозы и стахиозы,
образованию моносахаридов (глюкозы, фруктозы и
галактозы) и значительного количества сахаро-
зы (АГЛС не обладает сахаразной активностью, см.
табл. 4). Совместное применение АГЛС и САХ при-
водило к полной конверсии до моносахаридов как
раффинозы и стахиозы, так и сахарозы (табл. 8).
Отметим, что использование только САХ приводи-
ло к гидролизу сахарозы, но не меняло содержания

Таблица 8. Состав сахаров в ферментативных гидролизатах ЭСШ под действием гомогенных ферментов 
Table 8. The composition of sugars in enzymatic hydrolysates of extruded soybean meal (ESM) under the action of homo-
geneous enzymes

Примечание: a Расчет проведен по сухой массе; b глюкоза, галактоза, фруктоза. 
Note: a The calculation was carried out on a basis of dry weight (in mg per 1 g of ESM); b glucose, galactose, fructose.

Ферменты
Содержание сахаров, мг/г ЭСШa

моносахаридыb сахароза раффиноза стахиоза

Контроль 9.9 75.8 17.2 58.1

АГЛС 86.6 90.5 0.3 0.8

АГЛС + САХ 186.1 0.2 0.1 0.3

САХ 89.0 0.2 17.1 58.0

ЭкзоИНУ 186.3 0.2 0.1 0.3
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в ЭСШ раффинозы и стахиозы, так как САХ не гид-
ролизует эти олигосахариды (табл. 4). Наконец, об-
работка ЭСШ только экзоИНУ давала тот же ре-
зультат, как и совместное действие АГЛС и САХ:
полная деструкция раффинозы, стахиозы и сахаро-
зы до моносахаридов (табл. 8).

Таким образом, можно заключить, что экзоИНУ,
вследствие широкой специфичности и высокой
гидролитической активности, представляет со-
бой наиболее ценный с точки зрения применения
в биотехнологии ферментный препарат. Экзоину-
линаза эффективно гидролизует инулин, а также
проявляет высокую α-галактозидазную и сахараз-
ную активность. В связи с этим фермент может
быть с одинаковым успехом использован для по-
лучения глюкозо-фруктозного сиропа из инулина,
для инверсии сахарозы, а также для деструкции га-
лактоолигосахаридов сои и борьбы с антипитатель-
ными факторами кормов сельскохозяйственных
животных и птиц.
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Abstract—As a result of cloning of the inuA, inu1, aglC, and fopA genes encoding endoinulinase (endoINU),
exoinulinase (exoINU), α-galactosidase C (AGLС) and sucrase (SUC), respectively, into the recipient strain
Penicillium verruculosum B1-537 (ΔniaD), recombinant producer strains were obtained, capable of producing
the target recombinant enzymes with a high yield (32‒50% of the total extracellular protein). Enzyme prepa-
rations of endoINU, exoINU, AGLC and SUC were obtained and characterized. Using chromatographic meth-
ods, endoINU, exoINU, SUC and AGLC with a molecular weights of 62, 56, 67 and 76 kDa, respectively, were
isolated in a homogeneous form (according to polyacrylamide gel electrophoresis). The homogeneous endo-
INU had a high specific activity against Jerusalem artichoke inulin (56 U/mg). ExoINU was active towards
inulin (17 U/mg), sucrose (850 U/mg), raffinose (41 U/mg), and stachyose (15 U/mg). SUC decomposed
sucrose (10.5 U/mg), raffinose, and stachyose (3.8 and 1.4 U/mg, respectively). AGLC was characterized by
the presence of raffinase and stachyase activities (31 and 30 U/mg, respectively), exhibited no activity in re-
lation to sucrose, but showed high activity toward the synthetic substrate, p-nitrophenyl-α-D-galactoside
(311 U/mg). The kinetic parameters (kcat and Km) of the hydrolysis of the corresponding substrates by homo-
geneous enzymes were determined. The temperature optimum was 50‒55°С for endoINU, 55‒65°С for ex-
oINU, 65°С for AGLC, and 35°С for SUC. EndoINU, exoINU, AGLC and SAC exhibited maximal activity
at pH 6.5, 4.5, 4.5‒5.0, and 5.5‒6.0, respectively. The thermal stability of the enzymes was studied at differ-
ent temperatures. EndoINU exhaustively hydrolyzed inulin with the formation of fructooligosaccharides C
with a degree of polymerization of 3‒8. ExoINU quantitatively converted inulin into glucose-fructose syrup
(GFS) with a Glu : Fru ratio of 1 : 3, and sucrose into GFS with a Glu : Fru ratio of about 1 : 0.63 (SAC pro-
vided the same results in the sucrose hydrolysis). Soy galactooligosaccharides (raffinose and stachyose) were
converted into sucrose and monosaccharides (glucose, galactose and fructose) under the action of AGLC.
The combined action of SUC and AGLC resulted in a complete conversion of raffinose, stachyose and su-
crose to monosaccharides. The same result was achieved using ExoINU. This enzyme can be considered as
promising for biotechnological applications due to its broad substrate specificity, which allows it be used both
for the production of GFS from inulin and sucrose, and for the destruction of soybean galactooligosaccha-
rides.
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