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Аннотация. Исследована динамика синтеза внеклеточной β-фруктофуранозидазы 
Aspergillus niger ФФ-B4 в среде со специфическим субстратом. Охарактеризованы каталитиче-
ские свойства ферментного белка.  Штамм A. niger ФФ-B4 – потенциальный продуцент коммер-
чески востребованного биокатализатора для пищевой промышленности.  
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Введение.β-фруктофуранозидаза (КФ 3.2.1.26), известная также как инвертаза, катализирует 

реакцию гидролиза сахарозы с образованием эквивалентных количеств глюкозы и фруктозы. 
Смесь этих углеводов называют инвертным сахаром, широко используемым в качестве подсласти-
теля и антикристаллизационного средства в пищевой промышленности [1, 2]. 

Ранее нами получены 4 изолята мицелиальных грибов, растущих в средах с высоким содержа-
нием сахарозы и синтезирующих β-фруктофуранозидазу внеклеточной локализации. Из них изо-
лят ФФ-B4, выделявшийся максимальной продукцией фермента, отобран в качестве возможного 
продуцента коммерчески востребованного биокатализатора [3]. 

Материалы и методы. Цель настоящей работы – исследование динамики синтеза β-
фруктофуранозидазы Aspergillus niger ФФ-B4 в среде со специфическим субстратом и предвари-
тельная характеристика каталитических свойств ферментного белка. 

Установлено, что на агаризованной среде Сабуро изолят ФФ-B4 образует пушистые колонии 
правильной округлой формы, диаметром 7,5-8,0 см, слабо выпуклые, радиально-складчатые. Цвет 
колоний сначала белый, со временем приобретающий оливково-коричневый цвет. На агаре Чапека 
с сахарозой (10 %) колонии пушистые, размером 3,5–4,0 см, слабо выпуклые, неправильной фор-
мы, изначально белые, а затем, по мере образования спор, приобретающие оливково-коричневый 
цвет (рисунок 1). 
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Рисунок 1. – Изолят ФФ-B4 на среде Сабуро (1)  

и агаре Чапека с 10% сахарозой (2) 
 

На основании физиолого-биохимических признаков, а также спектральных характеристик бел-
ков, полученных с использованием матрично-активированной лазерной десорбции/ионизации с 
времяпролетной масс-спектрометрией (MALDI-TOF MS), изолят ФФ-B4 идентифицирован как 
Aspergillus niger (далее A. niger ФФ-B4) и депонирован в Белорусской коллекции непатогенных 
микроорганизмов под номером БИМ-F-863 Д.  

Согласно заключению о ветеринарно-токсикологических исследованиях штамм Aspergillus 
niger ФФ-B4 является непатогенным, нетоксичным и нетоксигенным.  
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Результаты исследования и их обсуждение. Результаты, полученные в динамике синтеза β-
фруктофуранозидазы A. niger ФФ-B4 в условиях глубинного культивирования в среде со свекло-
вичной мелассой, приведены в таблице. Как видно, максимальная продукция фермента (45,4–
47,2 ед/мл) и его удельная активность (156,6–143,0 ед/мг белка) отмечались на 5–6 сут роста гриба. 

 
Таблица – Синтез β-фруктофуранозидазы A. niger ФФ-B4 в условиях глубинного культивиро-

вания  
 

Длительность культи-
вирования, сут 

pH Белок, мг/мл 
Β-Фруктофуранозидаза: 

ед/мл ед/мг белка 
1 5,0±0,25 0,13±0,007 1,2±0,06 9,2±0,41 
2 4,9±0,25 0,17±0,009 2,7±0,14 15,9±0,67 
3 5,2±0,26 0,24±0,012 5,3±0,27 22,1±0,99 
4 5,3±0,27 0,26±0,013 15,3±0,77 58,9±1,85 
5 5,8±0,29 0,29±0,015 45,4±2,27 156,6±6,58 
6 5,7±0,29 0,33±0,017 47,2±2,36 143,0±6,87 
 
Для получения частично очищенной β-фруктофуранозидазы A. niger ФФ-B4 выращивали глу-

бинным способом в питательной среде с мелассой в колбах объемом 2 л с 1 л среды при темпера-
туре 26оС в течение 5-6 сут. Биомассу A. niger ФФ-B4 отделяли от культуральной жидкости цен-
трифугированием при 10000 g в течение 10 минут. Из сконцентрированного бесклеточного филь-
трата культуральной жидкости выделяли ферментный белок методом осаждения этанолом (80 %). 
Осадок промывали этиловым спиртом (80 %), растворяли в дистиллированной воде и использова-
ли для исследования свойств β-фруктофуранозидазы. 

Определены pH и термооптимум действия β-фруктофуранозидазы A. niger ФФ-B4. Как видно 
из представленных на рисунке 2 данных, фермент гидролизует специфический субстрат в широ-
ком диапазоне активной кислотности среды. С максимальной скоростью β-фруктофуранозидаза 
инвертирует сахарозу при рН 4,2–5,0, а при рН 3,0 проявляет около 28,3% своей максимальной 
активности и 8,0 % – при рН 7,8.  

Температурный оптимум действия β-фруктофуранозидазы A. niger ФФ-B4 отмечается при 
60 оС. При понижении температуры до 30 и 25 оС активность фермента снижается соответственно 
на 70,2 и 74,9 % от установленного максимума. В диапазоне сверхоптимальных температур β-
фруктофуранозидаза A. niger ФФ-B4 резко теряет каталитическую активность и при 80 оС практи-
чески не активна. 
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Рисунок 2. – Влияние pH (1) и температуры (2) на активность β-фруктофуранозидазы  
A. niger ФФ-B4 

 
Определены также термо- и pH-стабильность β-фруктофуранозидазы A. niger ФФ-B4. Установ-

лено, что при температуре 55Ԩ и рН 4,7 фермент стабилен в течение 2 ч (рисунок 3). При 60Ԩ и 
рН 4,7 активность фермента снижается на 30,4 % после 60 мин инкубации, а через 120 мин – на 
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96,2 %, тогда как при 65Ԩ в тех же условиях кислотности резкое падение активности β-
фруктофуранозидазы происходит в течение 15 мин: остаточная активность составляет всего 20,4 
%. 

 

 
Рисунок 3. – Термостабильность β-фруктофуранозидазы при 55, 60, 65 Ԩ A. niger ФФ-B4 

 
Как видно из рисунка 4, в течение 1 ч инкубации в ацетатном буфере (pH 4,2) при 60 оС актив-

ность β-фруктофуранозидазы A. niger ФФ-B4 постепенно снижается и составляет 76,5 % от исход-
ной величины. В течение исследованного времени и в названных температурных условиях фер-
мент стабилен при pH 4,7–5,0 С, а при pH 6,0 активность β-фруктофуранозидазы резко снижается 
и составляет всего 50,8% от начальной величины.  

 
Рисунок 4. – pH-стабильность β-фруктофуранозидазы A. Niger ФФ-B4 

 
Заключение. Таким образом, синтез грибом A. Niger ФФ-B4 внеклеточной β-

фруктофуранозидазы с высокой удельной активностью, а также стабильность фермента в услови-
ях, предполагающих его использование для получения инвертных сахарных сиропов, позволяют 
предлагать новый штамм A. Niger ФФ-B4 в качестве основы для разработки технологии получения 
импортозамещающего биокатализатора для пищевой промышленности.  
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