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Фруктозо-глюкозные сиропы (ФГС) широко применяются в пищевой промышленности в качестве
подсластителей. Использование для их получения инулосодержащего сырья, к которому относится
топинамбур, приводит к увеличению доли фруктозы в конечном продукте до 80–85%, что позволяет
отнести ФГС к натуральным сахарозаменителям. Современное производство ФГС в РФ основано
на применение фермента экзо-инулиназы (КФ 3.2.1.80), гидролизующего β-2,1-гликозидные связи
молекулы инулина с получением фруктозы и глюкозы. На практике ферментный препарат на осно-
ве этого фермента добавляют в ферментаторы к экстрагированному диффузионному соку топинам-
бура (ДСТ) перед стадией микрофильтрации. Однако помимо основного полисахарида – инулина
(75–80%), ДСТ содержит пектин (до 5%), что создает дополнительную нагрузку на микрофильтра-
ционную установку в связи с вязкостью ферментолизатов топинамбура. На основе грибного штам-
ма Penicillium verruculosum InuPel-10 был получен комплексный ферментный препарат (ФП) экзо-ину-
линазы/пектинлиазы, обеспечивающий снижение вязкости экстрактов топинамбура на 17–20%, при
этом выход восстанавливающих сахаров в ходе гидролиза при помощи ФП экзо-инулиназы/пек-
тинлиазы увеличился на 10%. Использование комплексного ФП InuPel-10 в производстве ФГС поз-
волит сократить расходы на ФП на 10–16% за счет снижения операционных расходов, связанных с
более полной загруженностью технологической линии получения этого ФП в отличие от производ-
ства индивидуальных ферментов и их дальнейшего смешивания в необходимой пропорции.
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Фруктозо-глюкозные сиропы (ФГС) исполь-
зуются в пищевой промышленности в качестве
подсластителей с середины семидесятых годов
прошлого века и пользуются устойчивым спро-
сом на мировом рынке [1].

Топинамбур (Heliánthus tuberósus) – доступная
сельскохозяйственная культура, которую выращи-
вают в России в основном в Брянской, Костром-
ской, Волгоградской, Липецкой, Нижегородской,
Московской, Рязанской, Омской, Саратовской,
Тульской, Тверской, Ярославской, Ульяновской

областях, республике Чувашия, Ставропольском
и Краснодарском краях [2]. Топинамбур достаточ-
но устойчив к различным климатическим условиям
и обладает высокой урожайностью.

Инулин – запасной полисахарид топинамбу-
ра, представляющий собой линейную молекулу,
состоящую из остатков фруктозы, соединенных
β-2,1-гликозидными связями. Инулин содержит-
ся в клубнях топинамбура в количестве до 37%
(табл. 1) [3]. Это делает топинамбур перспектив-
ной культурой в качестве источника этого поли-
сахарида для производства ФГС методом фер-
ментативного гидролиза [4–6].

Экзо-инулиназы (КФ 3.2.1.80) последователь-
но отщепляют концевые остатки фруктозы в мо-

Список сокращений: ВС – восстанавливающие сахара, ДСТ –
диффузионный сок топинамбура, КЖ – культуральная
жидкость, ФГС – фруктозо-глюкозный сироп, ФП – фер-
ментный препарат, СВ – сухое вещество.
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лекуле инулина. Природным продуцентом экзо-
инулиназы является мицелиальный гриб Aspergil-
lus awamori, однако он обладает низкой продук-
тивностью, поэтому ген inu1 A. awamori, кодирую-
щий этот фермент, был ранее клонирован и экс-
прессирован в системе гриба Penicillium verruculosum
[7]. В результате был получен рекомбинантный
штамм P. verruculosum INU13, секретирующий
экзо-инулиназу A. awamori с активностью 2500–
3000 ед/мл по отношению к инулину топинамбу-
ра [8]. На основе штамма P. verruculosum INU13
был получен ферментный препарат (ФП) “Топи-
лаза К”, успешно применяющийся при произ-
водстве ФГС на заводе “ИстАгро Дон” (г. Данков,
Липецкая обл., РФ).

В состав клубней топинамбура входит также
пектин (табл. 1), являющийся гелеобразователем
и затрудняющий фильтрацию диффузионного сока
топинамбура (ДСТ) после ферментативного гидро-
лиза под действием экзо-инулиназы. Пектинлиа-
за (КФ 4.2.2.10) – гликозилгидролаза, расщепляю-
щая по механизму β-элиминирования α-1,4-глико-
зидную связь между остатками галактуроновой
кислоты с образованием Δ-4,5-ненасыщенного
продукта [9]. Из-за того, что в процессе деструк-
ции пектина не образуется метанол, пектинлиазу, в
отличие от других пектолитических ферментов, ис-
пользуют в пищевой промышленности для освет-
ления фруктовых и ягодных соков, а также при
изготовлении виноматериалов. Ранее, нами был
получен ФП пектинлиазы P. canescens в системе экс-
прессии гриба P. verruculosum [10], который успеш-
но применялся при осветлении яблочного сока
[11], гидролизе свекловичного жома и яблочных
выжимок [12–14], а также при получении вино-
материала из плодово-ягодного сырья [15, 16].

Целью данной работы являлось получение ком-
плексного ФП, обладающего одновременно экзо-
инулиназной и пектинлиазной активностями для
увеличения выхода ФГС и снижения вязкости диф-
фузионного сока топинамбура на стадии ферменто-
лиза.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Штаммы и среды

Для получения рекомбинантных штаммов се-
рии P. verruculosum InuPel был использован реци-
пиентный штамм мицелиального гриба P. verrucu-
losum 537, дефектный по гену нитратредуктазы
(ΔniaD) [17].

Состав питательной среды для скрининга
грибных штаммов в качалочных колбах (СС,
г/л): КН2PO4 – 10; К2НPO4 – 1; (NH4)2SO4 – 5;
MgSO4 ⋅ 7H2O – 0.3; СaCl2 ⋅ 2H2O – 0.3; дрожжевой
экстракт – 10; целлюлоза (МКЦ 112) – 40; пшенич-
ные отруби – 10.

Состав среды для культивирования грибных
штаммов в ферментерах (СФ, г/л): КН2PO4 – 14;
(NH4)2SO4 – 10; MgSO4 ⋅ 7H2O – 0.6; СaCl2 ⋅ 2H2O –
0.6; кукурузный экстракт – 30; целлюлоза
(МКЦ 112) – 40; пшеничные отруби – 10, глюко-
за моногидрат – 44, мочевина – 2.5, пеногаситель
(лапрол) – 16 капель.

Для приготовления буферных растворов и фер-
ментационных сред использовали реактивы ма-
рок х.ч., ч.д.а. и о.с.ч. производства “Хеликон” и
“Реахим” (Россия), а также Pharmacia (Швеция)
и Sigma-Aldrich (США).

Трансформация P. verruculosum 537 
и отбор рекомбинантных штаммов 

серии P. verruculosum InuPel

Трансформацию реципиентного штамма P. ver-
ruculosum 537, ауксотрофного по гену niaD, прово-
дили по CaCl2-ПЭГ модифицированной методи-
ке [18]. Для этого плазмиду pPel, несущую ген pela
P. canescens [10], плазмиду pInu1-G338A, несущую
мутированный ген inu1 A. awamori [19] и плазмиду
pSTA10, ген niaD A. nidulans [18] смешивали в со-
отношении 3 : 3 : 1 мкг ДНК с протопластами штам-
ма P. verruculosum 537 в количестве 3 × 106 протопла-
стов. Трансформанты серий P. verruculosum InuPel

Таблица 1. Полисахаридный состав клубней топинамбура по СВ, % 
Table 1. Polysaccharide composition of Jerusalem artichoke tubers, %

Наименование компонента
Массовая доля, %

раннеспелый сорт позднеспелый сорт

Белки 11.3 10.5
Зола 8.6 8.8
Инулин 35.0 37.1
Моносахариды 26.3 23.6
Пектины 3.7 4.5
Гемицеллюлозы 4.0 4.2
Целлюлозы 11.1 11.2
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отбирали на селективных агаризованных средах с
10 мМ нитрата натрия.

Скрининг трансформантов проводили в колбах
Эрленмейра со 100 мл среды СС. В качестве контро-
ля использовали реципиентный штамм P. verruculo-
sum 537. Отбор трансформантов проводили по
критерию увеличения инулиназной и пектинли-
азной активностей в культуральной жидкости (КЖ)
грибных штаммов через 144 ч культивирования в
сравнении с контролем.

Получение ФП осуществляли с использовани-
ем 3 л ферментеров КФ-108 фирмы ООО “Про-
интех” (Россия) на среде СФ. Культивирование
проводили в течение 144 ч при 32°С и рН 4.5 с
дробной подпиткой глюкозой (каждые 12 ч, начи-
ная с 48 ч), с тремя добавками МКЦ и одной до-
бавкой минеральных солей. После завершения
процесса КЖ центрифугировали при 3300 g в тече-
ние 1 ч на центрифуге Avanti J-26 (Вeckman Coulter,
США) для удаления биомассы и нерастворимых
компонентов питательной среды. Получение су-
хих ФП осуществляли путeм высушивания супер-
натанта, полученного после центрифугирования
КЖ, с помощью распылительной сушилки Buchi
Mini Spray Dryer B-290 (Buchi, Швейцария). Подачу
супернатанта в распылительную головку сушилки
проводили с помощью перистальтического насоса
со скоростью 10 мл/мин. Процесс высушивания
происходил при выставленном значении ротаметра
40 ед., входящей температуре 135°С, выходящей
температуре 60°С и степени аспирации 70% [20].

Идентификация ферментов 
и денситометрический анализ

Идентификацию ферментов проводили путем
обработки трипсином вырезанных образцов ге-
ля, соответствующих по массе целевым фер-
ментам после проведения электрофореза, с по-
следующим картированием полученных пепти-
дов методом МАЛДИ масс-спектрометрии [21],
используя масс-спектрометр UltrafleXtreme (Bruker
Daltonik GmbH, ФРГ). Анализ полученных данных
осуществляли с помощью онлайн-сервиса FindPept
(https://web.expasy.org/findpept/).

Для количественной оценки содержания фер-
ментов в ФП использовали денситометрический
метод. С помощью программного обеспечения
GelAnalyzer10 были проанализированы интенсив-
ность и ширина каждой из полос в геле после про-
ведения белкового электрофореза в соответствии
с руководством пользователя.

Определение активности ферментов
Активность ФП и гомогенных ферментов по от-

ношению к инулину топинамбура (“Реахим”, Рос-
сия), ксилану бука (Megazyme, Ирландия), МКЦ
(ТУ 20.16.59-001-40693384-209 производства “Кри-

стацелл”, Россия) и натриевой соли карбоксиме-
тилцеллюлозы (КМЦ, Sigma, США) при их кон-
центрации в реакционной смеси 5 г/л определяли
по начальным скоростям образования восстанав-
ливающих сахаров (ВС) из этих субстратов моди-
фицированным методом Шомоди-Нельсона [22].
За единицу активности принимали такое количе-
ство фермента, которое катализирует образова-
ние 1 мкмоль ВС за 1 мин при 50°С, pH 5.0 [23].

Активность по отношению к п-нитрофенил-
β-D-глюкопиранозиду (пНФГ) (0.9 мМ в реакци-
онной смеси) определяли по скорости образова-
ния п-нитрофенола в качестве продукта при 50°С
и рН 5.0, через 10 мин реакцию останавливали с
помощью 1 М раствора Na2CO3. За единицу актив-
ности принимали количество фермента, необходи-
мое для образования 1 мкмоль п-нитрофенола в
минуту [24].

Пектинлиазную активность определяли мето-
дом, основанным на измерении начальной ско-
рости накопления Δ-4,5-ненасыщенных продук-
тов деструкции цитрусового пектина [25]. За
единицу активности принимали такое количе-
ство фермента, которое необходимо для обра-
зования 1 мкмоля продукта за 1 мин. Количество
Δ-4,5-ненасыщенных продуктов рассчитывали, ис-
пользуя коэффициент молярного поглощения,
равный 5500 М–1см–1.

Концентрацию белка определяли методом Ло-
ури [26], используя бычий сывороточный альбу-
мин в качестве стандарта, а также по оптической
плотности при 280 нм на спектрофотометре Vari-
an Cary 50 UV-Vis (Agilent Technologies, США).

Определение температурной 
стабильности ферментов

Изучение термостабильности ФП проводили
измеряя остаточную активность по отношению
к субстрату. Раствор ФП (1–5 мкг/мл) в 0.1 М
Na-ацетатном буфере, рН 5.0 инкубировали при 60
и 65°С. Через определённые временные интервалы
отбирали аликвоты фермента, быстро охлаждали и
определяли активность как описано выше.

Получение диффузионного сока топинамбура (ДСТ) 
и определение вязкости растворов

Топинамбур (Липецкая область, Россия) про-
мывали водой, очищали, отделяли кожицу. Резали
клубни на стружку толщиной 3–5 мм. Экстракцию
проводили горячей водой при 70–80°С в течение
10 мин. Процедуру экстракции повторяли дважды.

Для измерения вязкости ДСТ использовали
капиллярный стеклянный вискозиметр ВПЖ-4
(“Экохим”, Россия). Вискозиметр термостатиро-
вали при 40°C или 55°C, вносили 6 мл ДСТ и ин-
кубировали при заданной температуре в течение
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пяти мин. Определяли время истечения ДСТ при
помощи секундомера.

Определение состава продуктов ферментолиза

За составом продуктов ферментолиза следили
при помощи метода ВЭЖХ с использованием
хроматографической системы высокого разреше-
ния Agilent 1200 (Agilent Technologies, США) с би-
нарным насосом G1312B и автоматическим про-
боотборником для микропланшетов G1377A.
Детекцию вели с помощью электрохимическо-
го детектора ESA Coulochem III (ESA,США) в ре-
жиме пульсирующей амперометрии, использова-
ли электрохимическую ячейку 5040 с золотым
электродом. Разделение проводили на колонке
Dionex Carbopac PA200 3 × 250 мм, оснащeнной
префильтром Dionex CarboPac PA200 3 × 50 мм
(Thermo Fisher Scientific, США). Скорость потока –
0.3 мл/мин, элюент A: NaOH 100 мМ, элюент B:
NaOH 100 мМ + 500 мМ ацетат натрия. Програм-
ма элюции: А – 0–4 мин, 4–30 мин – линейный
градиент до 60% В, 30–32 мин – градиент до 90% В,
32–34 мин – 90% В, 34–54 мин – элюент А. Объ-
ем вводимой пробы – 1 мкл с дополнительной
промывкой иглы. Идентификацию и расчет кон-
центрации сахаров проводили, сравнивая время
удерживания и площадь пика со стандартами.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Получение рекомбинантных штаммов 

серии P. verruculosum InuPel

Реципиентный ауксотрофный штамм P. verruc-
ulosum 537 (ΔniaD) был одновременно трансфор-
мирован тремя плазмидами pPel, pInu1-G338A и
pSTA10, из которых pPel и pInu1-G338A являлись
целевыми плазмидами c генами pela P. canescens
и inu1 A. awamori, а pSTA10 обеспечивала возврат
рекомбинантных штаммов к прототрофности и,
соответственно, селекцию их на среде с 0.01 М Na-
NO3. Следует отметить, что в данном экcпери-
менте был использован мутированный ген inu1,
позволяющий вносить точечную замену G338A
в белковую глобулу экзо-инулиназы A. awamori.
По ранее полученным данным замена G338A уве-
личивала термостабильность экзо-инулиназы,
соответственно повышая температуру плавления
(Tm) на 3.5°С за счет увеличения жесткости α-
спирали в белковой глобуле экзо-инулиназы (без
изменения ее кинетических параметров [19]). Ча-
стота котрансформации составила в среднем 7–8
трансформантов на 1 мкг смеси ДНК, что соответ-
ствует стандартной частоте трансформации
штамма P. verruculosum 537 при использовании
CaCl2–ПЭГ методики [12].

В результате было получено 45 трансформан-
тов, из которых проанализировали 15, обозначен-

ных InuPel (1–15). Скрининг трансформантов
осуществляли в качалочных колбах с использова-
нием 100 мл среды СС. На 6 сутки культивирова-
ния были отобраны КЖ для проведения электро-
форетического анализа и определения фермента-
тивных активностей.

В табл. 2 приведены удельные ферментатив-
ные активности по отношению к инулину топи-
намбура и цитрусовому пектину, а также концен-
трации белка, измеренные в КЖ штаммов P. verruc-
ulosum InuPel (1–15) в сравнении с контрольным
реципиентным штаммом P. verruculosum 537.

Из данных, приведенных в табл. 2, следует, что
анализируемые трансформанты обладали различ-
ным набором целевых (инулиназной и пектинли-
азной) активностей, критерием отбора клонов
для дальнейшего исследования являлось наличие
максимальной инулиназной и пектинлиазной ак-
тивностей. Были отобраны 4 штамма: InuPel-3,
InuPel-7, InuPel-9 и InuPel-10.

Активность сухих комплексных ФП InuPel-3, 
InuPel-7, InuPel-9 и InuPel-10

Сухие ФП InuPel-3, InuPel-7, InuPel-9 и InuPel-10
были получены после культивирования отобран-
ных штаммов на ферментационных установках
КФ-108. На ПААГ-электрофореграммах этих ФП
(рис. 1) отчетливо видны полосы пектинлиазы
(40 кДа) и экзо-инулиназы (56 кДа) – молекуляр-
ные массы этих ферментов были определены на-
ми ранее в работах [12].

Для дополнительного подтверждения гетероло-
гичной экспрессии целевых ферментов был прове-
ден масс-спектрометрический анализ, который
определил соответствие структуры пептидов, полу-
ченных после трипсинолиза, искомым пептидам
инулиназы A. awamori и пектинлиазы P. canescens.

В сухих ФП были определены удельные актив-
ности пектинлиазы и экзо-инулиназы, а также
активности по отношению к стандартным поли-
сахаридным субстратам: КМЦ, МКЦ и ксилану
бука, а также пНФГ. Данные субстраты характе-
ризуют активность основных компонентов цел-
люлазного комплекса: эндо- и экзо-деполимераз
и ксиланазы, а также β-глюкозидазы (табл. 3).

ФП серии InuPel обладают разным соотноше-
нием удельных активностей инулиназы и пектин-
лиазы. Наибольшей (50 ед/мг) активностью по от-
ношению к инулину топинамбура обладал ФП Inu-
Pel-10, активность по цитрусовому пектину была
наиболее высокой в ФП InuPel-9 (2.49 ед/мг). Ра-
нее нами было показано, что разница в соотно-
шении гетерологичных активностей в рекомби-
нантных штаммах и, соответственно, в получае-
мых с их помощью ФП, объясняется количеством
копий при встраивании гетерологичных генов в
геном штамма-реципиента [27].
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Следует отметить, что целлюлазные и ксиланаз-
ная активности в комплексных ферментных препа-
ратах серии InuPel в целом снизились (более, чем в
2.5 раза), что характерно для ФП, имеющих в своем
составе гетерологичные ферменты. Так, напри-
мер, удельные активности по МКЦ, КМЦ и бере-
зовому ксилану в комплексных ФП, в состав ко-
торых входили гетерологичные пектинлиаза и по-
лигалактуроназа, снизились в 2.1, 3.8 и 1.9 раз
соответственно [12].

Термостабильность экзо-инулинаы и пектинлиазы 
в составе новых комплексных ферментных 

препаратов

Технологическая стадия гидролиза ДСТ экзо-
инулиназой (ФП “Топилаза К”) на производстве
при получении ФГС (ООО “ИстАгроДон”, Ли-
пецкая обл., г. Данков) проводится при температуре
60–65°С в течение 60 мин. Относительно высокая
температура процесса обусловлена необходимостью

Таблица 2. Удельные ферментативные активности в КЖ рекомбинантных штаммов серии InuPel и контрольно-
го штамма-реципиента 
Table 2. Specific enzymatic activities in culture liquids of recombinant strains of the InuPel series and the control recipient strain

Номер клона Белок. мг/мл

Ферментативная активность. ед/мг

Субстраты

цитрусовый пектин инулин топинамбура

InuPel-1 6.0 ± 0.3 – 13.3 ± 0.7

InuPel-2 7.1 ± 0.4 0.7 ± 0.3 0.20 ± 0.02

InuPel-3 3.5 ± 0.2 2.9 ± 0.4 30.0 ± 0.7

InuPel-4 7.8 ± 0.4 – 3.9 ± 0.2

InuPel-5 4.5 ± 0.2 1.9 ± 0.3 11.0 ± 0.1

InuPel-6 5.8 ± 0.3 – 41 ± 2

InuPel-7 8.4 ± 0.4 5 ± 2 10.7 ± 0.5

InuPel-8 2.3 ± 0.1 1.9 ± 0.1 8.1 ± 0.4

InuPel-9 5.0 ± 0.2 2.6 ± 0.3 4.4 ± 0.2

InuPel-10 2.7 ± 0.1 2.7 ± 0.4 28 ± 1

InuPel-11 5.8 ± 0.3 – 6.5 ± 0.3

InuPel-12 11.2 ± 0.6 – 0.23 ± 0.02

InuPel-13 5.9 ± 0.3 – 0.21 ± 0.01

InuPel-14 6.9 ± 0.3 – 0.13 ± 0.01

InuPel-15 11.5 ± 0.6 – 7.6 ± 0.4

Контроль, ФП-537 2.3 ± 0.1 – 0.24 ± 0.01

Таблица 3. Удельная активность комплексных и контрольного ферментных препаратов (ед/мг белка) и содержа-
ние в них целевых ферментов (%)
Table 3. Specific activity of complex and control enzyme preparations (units/mg protein) and the content of target enzymes
in them (%)

ФП Белок, мг/г
Субстраты

Ину. % Пел. %
КМЦ ксилан пНФГ МКЦ пектин инулин

InuPel-3 426 ± 21 6.9 ± 0.3 5.3 ± 0.3 2.6 ± 0.1 0.45 ± 0.04 1.51 ± 0.04 45 ± 5 55 24
InuPel-7 453 ± 27 5.1 ± 0.3 7.0 ± 0.2 2.7 ± 0.2 0.54 ± 0.05 2.06 ± 0.05 40 ± 2 41 35
InuPel-9 229 ± 9 2.9 ± 0.2 3.9 ± 0.3 3.4 ± 0.2 0.38 ± 0.05 2.49 ± 0.09 35 ± 2 48 30
InuPel-10 349 ± 17 2.5 ± 0.2 2.8 ± 0.1 1.4 ± 0.1 0.55 ± 0.06 2.09 ± 0.07 50 ± 7 55 22
К 537 490 ± 30 7.2 ± 0.8 9.8 ± 1.0 1.7 ± 0.1 2.5 ± 0.3 – 0.04 ± 0.01 – –
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максимально снизить возможность бактериальной
контаминации ДСТ и продуктов гидролиза мезо-
фильными микроорганизмами. Поэтому термоста-
бильность ФП серии InuPel была изучена при 60°С.

На рис. 2 приведены зависимости остаточной
активности экзо-инулиназы (рис. 2а) и пектинлиа-
зы (рис. 2b) от времени инкубирования при 60°С.

Все ФП серии InuPel сохраняют около 90% ак-
тивности по отношению к инулину через час тер-
мостатирования при 60°С, что согласуется с ранее
полученными данными (с учeтом того, что экзо-
инулиназа имеет термостабилизирующую точеч-
ную мутацию G338A [19]).

В составе всех исследуемых ФП меньшую тер-
мостабильность, при 60°С проявляет пектинлиа-
за, период ее полуинактивации составляет не бо-
лее 18 мин (что согласуется с полученными нами
ранее данными [12]). Тем не менее, проведенный
эксперимент показал, что комплексные ФП се-
рии InuPel могут быть эффективно использованы
в течение 20–60 мин. в технологической стадии
ферментативного гидролиза ДСТ.

Испытание ФП серии InuPel на модельном ДСТ

Для испытания новых ФП серии InuPel в усло-
виях, приближенных к технологическим, в лабо-
ратории был смоделирован процесс экстракции
ДСТ из клубней топинамбура сорта “Омский Бе-

лый”. Для этого стружку клубней топинамбура экс-
трагировали горячей водой. Содержание сухих ве-
ществ в экстракте было определено гравиметриче-
ским методом и составило 167 мг/мл. Экстракт
топинамбура был обработан ФП серии InuPel при
дозировке 10 мг ФП на 1 г сухого вещества экс-
тракта, а также двумя контрольными ФП: ФП 537
(представляющем собой высушенную КЖ штам-
ма-реципиента P. verruculosum 537), и коммерче-
ским ФП “Топилаза К” (высушенная КЖ штам-
ма-продуцента немутированной экзо-инулина-
зы, полученного нами ранее [8]). Обработку ДСТ
проводили при 60°С.

Зависимости концентрации ВС от времени воз-
действия ФП представлены на рис. 3.

Уже через 10 мин после начала воздействия ФП,
обладающими гетерологичной активностью эк-
зо-инулиназы, концентрация ВС выходит на пла-
то. При этом наибольший выход ВС обеспечивал
ФП InuPel-10 – около 120 мг/мл, что примерно на
10% больше, чем выход ВС при применении дру-
гих ФП.

Содержание гетерологичных экзо-инулиназы
и пектинлиазы в новых комплексных ФП, опре-
деленное денситометрическим методом, приве-
дено в табл. 3.

Для ФП InuPel-3 и ФП InuPel-10 соотношение
этих ферментов было примерно одинаково (55%
экзо-инулиназы и 24–26% пектинлиазы), при этом
содержание экзо-инулиназы в обоих ФП было по
сравнению с другими ФП максимальным. По-ви-
димому, в случае ФП InuPel-10 увеличение выхо-
да ВС объясняется оптимальным соотношением
собственных целлюлаз, что неоднократно наблю-
далось для других комплексных ФП, полученных
в системе экспрессии P. verruculosum [28, 29].

Для определения действия пектинлиазы в соста-
ве ФП серии InuPel была определена динамическая
вязкость в необработанном ДСТ и ДСТ, обработан-
ном новыми и контрольными ФП. Результаты из-
мерения вязкости после 60 мин обработки каждым
из ФП при 60°С представлены в табл. 4.

ФП 537 (отрицательный контроль) не снижает
вязкость ДСТ, что связано с отсутствием собствен-
ной пектинлиазы, а ФП “Топилаза К” (ФП экзо-
инулиназы, применяемый на производстве ФГС)
снижает вязкость ДСТ лишь на 5%. Несмотря на
различное содержание пектинлиазы в новых ком-
плексных ФП (табл. 3), снижение значения вяз-
кости ДСТ после обработки ФП InuPel-3, ФП In-
uPel-7, ФП InuPel-9 и ФП InuPel-10 было макси-
мальным (на 17% в сравнении с необработанным
ДСТ), что свидетельствует о достаточности содер-
жания пектинлиазы в новых ФП для расщепле-
ния пектиновой матрицы в ДСТ. Для дальнейше-
го исследования был отобран ФП InuPel-10, обес-
печивавший максимальный выход ВС при
обработке ДСТ.

Рис. 1. Электрофореграмма ферментных препаратов.
1 – ФП InuPel-3, 2 – ФП InuPel-7, 3 – ФП InuPel-9 и
4 – ФП InuPel-10, M – маркер молекулярной массы
белков, 5 – ФП-537. Стрелками отмечены целевые
рекомбинантные ферменты. 
Fig. 1. Electropherogram of enzyme preparations. 1 – EP
InuPel-3, 2 – EP InuPel-7, 3 – EP InuPel-9 and 4 – EP
InuPel-10, M – protein molecular weight marker, 5 – EP-
537. Arrows indicate target recombinant enzymes.
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Рис. 2. Термостабильность ФП серии InuPel при Т = 60°С, определенная по различным субстратам: а – инулин топи-
намбура, b – цитрусовый пектин (условия: 0.1 М Na-ацетатный буфер, pH 5.0). 
Fig. 2. Thermal stability of the EP of the InuPel series at T = 60°C, determined on various substrates: a – Jerusalem artichoke
inulin, b – citrus pectin (conditions: 0.1 M Na-acetate buffer, pH 5.0).
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Состав продуктов ферментолиза ДСТ
Для определения состава сахаров после обра-

ботки ДСТ контрольными ФП и ФП InuPel-10 был
применен метод ВЭЖХ с электрохимическим де-
тектированием. Результаты анализа приведены на
рис. 4 и в табл. 5.

Состав ДСТ представлен моно-сахарами (фрук-
тозой и глюкозой), дисахарами (сахарозой и диф-
руктозой), а также инулином и олигофруктозой
со степенью полимеризации до 27 (верхняя па-
нель рис. 4 и табл. 5).

После 60 минутной обработки коммерческим
ФП “Топилаза К” при 60°С на хроматограмме со-
храняются пики высокомолекулярного инулина,
а также наблюдается пик сахарозы (нижняя па-
нель рис. 4 и табл. 5). Можно предположить, что
неполный гидролиз инулина в ДСТ в данном слу-
чае связан с недостаточной термостабильностью
ФП “Топилаза К” при 60°С. Другими словами,
экзо-инулиназа в составе “Топилазы К” инакти-
вируется раньше, чем проходит полный гидролиз
инулина. Этим же объясняется и наличие пика
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сахарозы. Известно, что экзо-инулиназа A. awa-
mori обладает значительной инвертазной актив-
ностью [30], что приводит к гидролизу сахарозы
на фруктозу и глюкозу. В случае обработки ДСТ
“Топилазой К” наблюдается остаточная сахароза,

что может объясняться преждевременной инак-
тивацией экзо-инулиназы.

При обработке ДСТ ФП InuPel-10, содержащим
термостабильную форму экзо-инулиназы A. awa-
mori, пиков инулина и сахарозы не наблюдается

Рис. 3. Зависимость концентрации ВС от времени воздействия ферментными препаратами на ДСТ при 60°С. 
Fig. 3. Dependence of reducing sugars concentration on the time of exposure to diffusion juice of Jerusalem artichoke by enzyme
preparations at 60°C.
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Таблица 4. Динамическая вязкость необработанного ДСТ и ДСТ, обработанного ФП серии InuPel, ФП Топилаза
К и ФП исходного штамма после 60 мин при 60°С 
Table 4. Dynamic viscosity of untreated DST and DST treated with FP of the InuPel series, FP Topilase K and FP of the
original strain after 60 min at 60°C

Ферментный препарат Динамическая вязкость, Па с % вязкости от исходной вязкости экстракта

Без ФП 1.10 ± 0.05 100

ФП InuPel-3 0.91 ± 0.05 83 ± 5

ФП InuPel-7 0.91 ± 0.05 83 ± 5

ФП InuPel-9 0.91 ± 0.05 83 ± 5

ФП InuPel-10 0.91 ± 0.05 83 ± 5

ФП 537 1.10 ± 0.05 100

ФП Топилаза К 1.04 ± 0.05 95 ± 5

Таблица 5. Концентрация сахаров в необработанном ДСТ и ДСТ после 60 минут обработки каждым из ФП при 60°С 
Table 5. Sugar concentration in untreated DST and DST after 60 minutes of treatment with each EP at 60°C

Концентрация, 
мг/мл

Необработанный 
ДСТ

Обработка ФП 
InuPel-10

Обработка ФП 
Топилаза К

Обработка 
ФП 537

Глюкоза 0.20 ± 0.01 19 ± 1 17 ± 0.9 0.20 ± 0.01

Фруктоза 6 ± 0.3 100 ± 5 79 ± 4 6 ± 0.3

Сахароза 14 ± 1 0.6 ± 0.03 24 ± 1 16 ± 1
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(средняя панель рис. 4 и табл. 5), что свидетельству-
ет о наиболее полном гидролизе инулина ДСТ.

Немаловажным аспектом является экономиче-
ская эффективность нового комплексного ФП в
сравнении с индивидуальными ФП пектинлиазы и
экзо-инулиназы (“Топилаза К”), которые потенци-
ально могут быть смешаны в эффективном соотно-
шении 1 : 2. Однако использование комплексного
ФП InuPel-10 в производстве ФГС позволит сокра-
тить расходы на ФП на 10–16%. Данный эконо-
мический эффект связан с тем, что производство
ФП индивидуальной пектинлиазы (например, на
заводе ООО “Агрофермент”, Тамбовская обл.) в
меньшем необходимом объеме требует использо-
вания всей технологической линии, рассчитан-
ной на более крупные объемы. В связи с этим,
удельная стоимость ФП “Топилаза К” и ФП пек-
тинлиазы будет выше стоимости ФП InuPel-10.

Таким образом, замена ФП “Топилаза К”, ис-
пользуемого при производстве фруктозо-глюкоз-
ных сиропов, на ФП InuPel-10 потенциально
позволяет увеличить выход фруктозы и глюко-
зы, повысить эффективность процесса, а также
снизить нагрузку на технологическое оборудо-
вание на стадии микрофильтрации за счeт сни-
жения вязкости ДСТ.
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New Complex Enzyme Preparation of Exo-Inulinase and Pectinlyase 
for Use in Jerusalem Artichoke Processing Technology

A. M. Rozhkovaa, #, Y. A. Denisenkoa, E. S. Milovab, I. N. Zorova, b, 
O. A. Sinitsynab, E. V. Yaroshenkoc, and A. P. Sinitsyna, b

aFederal State Institution “Federal Research Centre “Fundamentals of Biotechnology” 
of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia

bChemistry Department, M.V. Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia
cLLC “EastAgroDon”, Dankov, Lipetsk region, 399850 Russia

#e-mail: amrojkova@yahoo.com

Abstract—Fructose-glucose syrups (FGS) are widely used in the food industry as sweeteners. The use of inu-
lo-containing raw materials, to which Jerusalem artichoke belongs, to obtain FGS leads to an increase in the
proportion of fructose in the final product up to 80-85%. That makes it possible to attribute FGS to natural
sweeteners. The modern production of FGS in the Russian Federation is based on the use of the enzyme exo-
inulinase (EC 3.2.1.80), which hydrolyzes β-2,1-glycosidic bonds of the inulin molecule to obtain fructose
and glucose. In practice, an enzyme preparation based on exo-inulinase is added to the fermenters to the ex-
tracted Jerusalem artichoke diffusion juice (DJ) before the microfiltration step. However, in addition to the
main polysaccharide – inulin (75–80%), DJ contains pectin (up to 5%), which creates an additional load on
the microfiltration unit due to the viscosity of Jerusalem artichoke fermentolisates. Based on the fungal strain
Penicillium verruculosum InuPel-10, a complex enzyme preparation (EP) of exo-inulinase/pectin lyase was
obtained, which reduces the viscosity of Jerusalem artichoke extracts by 17–20%, while the yield of reducing
sugars during hydrolysis using the EP of exo-inulinase/pectin lyase increased by 10%. The use of complex FP
InuPel-10 in the production of FGS will reduce the cost of FP by 10–16% due to the reduction of operating
costs associated with a fuller workload of the technological line for the production of this FP as opposed to
the production of individual enzymes and their further mixing in the required proportion.

Keywords: Penicillium verruculosum, exo-inulinase, pectinlyase, Jerusalem artichoke, FGS
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