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ПРИМЕНЕНИЕ ИЗОМАЛЬТУЛОЗОСИНТАЗЫ ERWINIA RHAPONTICI
C ЦЕЛЬЮ ТРАНСФОРМАЦИИ САХАРОЗЫ В ИЗОМАЛЬТУЛОЗУ

Выбраны оптимальные условия биосинтеза изомальтулозосинтазы бактериями Erwiniа
rhapontici при глубинном культивировании: температура культивирования 30 оС; исходная вели6
чина рН питательной среды 7,5; продолжительность культивирования 54 ч на среде с содержани6
ем сахарозы 10%. Получен электрофоретически гомогенный ферментный препарат с удельной
активностью 281,67 Е/мг белка. Определены оптимальные параметры трансформации сахаро6
зы в изомальтулозу: дозировка ИС – 5 Е/мг сахарозы, концентрация сахарозы – 10%, время
трансформации – 3 ч.
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Актуальной задачей пищевой биотехноло�
гии является поиск натуральных заменителей
сахара, не оказывающих отрицательного влия�
ния на организм человека [1]. Одним из таких
сахарозаменителей является изомальтулоза (па�
латиноза, 6�О�б�D�глюкопиранозид�D�фрукто�
за) – редуцирующий дисахарид, состоящий из
остатков глюкозы и фруктозы. Изомальтулоза
не вызывает кариеса зубов, ее переваривание не�
значительно влияет на концентрацию глюкозы
и инсулина в крови. Изомальтулоза не метабо�
лизируется большинством бактерий и дрожжей,
устойчива в кислых растворах [2].

За рубежом изомальтулоза и ее гидроге�
низированное производное изомальт широко
используются как заменитель сахарозы в про�
дуктах диетического и диабетического назна�
чения [3]. Кроме того, Wu и Birch разработали
способ получения изомальтулозы из сахарно�
го тростника путем внедрения в его геном гена
микробного происхождения, ответственного за
синтез фермента изомальтулозосинтазы [4].
Промышленному получению изомальтулозы
с использованием клеток бактерий посвяще�
ны исследования Kawaguti [5]. Однако в Рос�
сии исследования по получению изомальтуло�
зы отсутствуют. Интерес к изомальтулозе выз�
ван и тем, что данный дисахарид обладает пре�
биотическими свойствами и способствует раз�
витию полезной микрофлоры желудочно�ки�
шечного тракта, улучшая иммунную систему
организма человека.

Превращение сахарозы в изомальтулозу
катализирует фермент изомальтулозосинтаза
(ИС) КФ 5.4.99.11, также известный как саха�
розоизомераза, б�гликозилтрансфераза [6]. ИС
была обнаружена у таких родов микроорганиз�
мов, как Protaminobacter, Erwinia, Serratia,

Pseudomonas, Leuconostoc, Agrobacterium,
Enterobacter, Klebsiella [7, 8, 9, 10].

В литературе описывается два типа изо�
мальтулозопродуцирующего фермента [10].
Один из них способствует образованию изо�
мальтулозы как побочного продукта, например,
при каталитическом действии фермента декст�
рансахаразы Leuconostoc mesenteroides. Второй
тип фермента способствует образованию изо�
мальтулозы как одного из нескольких конечных
продуктов в процессе каталитического превра�
щения сахарозы. Однако известные продуцен�
ты ИС проявляют недостаточно высокую ак�
тивность к биосинтезу фермента. В связи с этим
поиск высокоактивных продуцентов ИС, иссле�
дование физико�химических свойств фермента,
изучение динамики трансформации сахарозы
в изомальтулозу являются актуальной задачей.

Цель работы – оптимизация условий куль�
тивирования бактерий E. rhapontici – активно�
го продуцента ИС, исследование физико�хими�
ческих свойств фермента, изучение динамики
трансформации сахарозы в изомальтулозу при
оптимальных условиях действия фермента.

Условия эксперимента
Объектом исследования служили бактерии

E. rhapontici штамм В�9292 (ВКПМ, г. Москва).
Для поддержания и выращивания E. rhapontici
использовали мясо�пептонный агар. Культивиро�
вание бактерий проводили на среде следующего
состава (г/л): пептон – 10; дрожжевой экстракт –
5; NaCl – 10; сахароза – 40. Культуру выращивали
в периодических условиях в течение 3 суток при
температуре 28�30 °С при рНисх 7,0±0,1.

Отделение культуральной жидкости от бак�
териальных клеток проводили путем центрифу�
гирования при 8000 g в течение 15 минут. Надо�
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садочную жидкость собирали для определения
внеклеточной активности фермента. Внутрикле�
точную активность фермента определяли, отмы�
вая клетки от культуральной жидкости и ресус�
пендируя в дистиллированной воде.

При изучении влияния начального рН на
активность фермента культуру выращивали на
среде с сахарозой (4%), в которой устанавлива�
ли значения рН от 4,0 до 9,0 с помощью 1 н NaOH
или Н

2
SO

4
. Содержание сахарозы в среде куль�

тивирования варьировали от 2 до 12%.
Об активности фермента судили по изме�

нению концентрации изомальтулозы, получен�
ной в результате трансформации сахарозы, и
выражали в Е/см

3
 соответственно разбавлен�

ной культуры клеток. Количество изомальту�
лозы определяли по методу Сомоджи – Нельсо�
на [11]. За единицу активности принимали ко�
личество фермента, которое образует 1 мкмоль
изомальтулозы за 1 минуту.

Очистку фермента проводили при 0�4 °С в
несколько стадий.

1. Гомогенат получали разрушением бакте�
риальных клеток с помощью ультразвукового
дезинтегратора УЗДН�2Т при мощности 500 Вт
и частоте 22 кГц в течение 2 мин в ледяной бане.

2. Супернатант получали центрифугирова�
нием клеточного экстракта при 4000 g в течение
5 минут при 4 °С.

3. Ферментную вытяжку пропускали через
колонку (1,5×20 см) с сефадексом G�25 (medium)
(«Pharmacia», Швеция) для освобождения от
низкомолекулярных примесей и элюировали со
скоростью 0,5 см

3
/мин 0,05 M трис�HCl буфе�

ром, рН 6,0. Объем наносимого образца не пре�
вышал 4 см

3
. Объем фракций составлял 2 см

3
.

4. Ионообменную хроматографию (ИОХ)
проводили на колонке (1,5×12 см) с ДЭАЭ�цел�
люлозой («Reanal», Венгрия). Элюцию осуще�
ствляли ступенчатым градиентом концентра�
ции КСl (от 0 до 200 мМ) в трис� HCl буфере
рН 6,0. Фракции собирали по 2 см

3 и определя�
ли в них активность фермента. Скорость элю�
ции составила 0,3 см

3
/мин.

5. Полученную фракцию наносили на ко�
лонку (1,5×10 см) с сефадексом G�150 (superfine)
(«Pharmacia», Швеция) для очистки от высоко�
молекулярных примесей и элюировали со ско�
ростью 0,5 см

3
/мин.

Гомогенность определяли методом электро�
фореза в полиакриламидном геле (9%) в тече�

ние 2�2,5 ч. при напряжении 260 В и силе тока 5
мА [12]. Для проявления на белок использова�
ли методику с нитратом серебра [13]. ДДС�Na�
ПААГ�электрофорез осуществляли при концен�
трации полиакриламидного геля 10% в присут�
ствии 0,1% ДДС�Na после обработки фермента
0,1 М меркаптоэтанолом. Использовался 3%
концентрирующий гель с рН 6,8 и 10% разделя�
ющий гель с рН 8,8. В качестве калибровочных
белков использовали стандартные белковые
маркеры («ДиаМ», Москва).

Определение общего количества белка про�
водили по методу Лоури и др. [14].

Для изучения влияния рН на активность
ИС E. rhapontici изомеризацию сахарозы осу�
ществляли в интервале рН 4,0�8,0. Заданное
значение рН субстрата поддерживали с помо�
щью ацетатного буфера в зоне рН 4,0�5,0 и фос�
фатного в зоне рН 6,0�8,0.

Динамику трансформации сахарозы в изо�
мальтулозу изучали при использовании дозиро�
вок ферментного препарата ИС от 2 до 18 Е/мг
сахарозы, концентрацию сахарозы варьирова�
ли в диапазоне значений от 4 до 50%.

Результаты и обсуждение
В результате скрининга микроорганизмов

нами был выбран продуцент ИС – E. rhapontici.
Активность фермента в 40�50 раз превышала зна�
чение активности ранее известных микроорганиз�
мов – продуцентов фермента. В таблице 1 пред�
ставлена сравнительная характеристика актив�
ности ИС различных бактериальных видов.

Определение локализации ИС E. rhapontici.
Из литературных источников известно, что
фермент ИС, синтезируемый такими микроор�
ганизмами, как Serratia plymuthica,
Protaminobacter rubrum, имеет внутриклеточную
локализацию [10]. Биосинтез ИС выбранного
нами продуцента E. rhapontici исследовали при
культивировании бактерий в течение 72 часов. Ак�

Таблица 1. Активность ИС различных
бактериальных видов
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тивность фермента определяли через каждые 12
часов культивирования в фильтрате культураль�
ной жидкости и в клеточной суспензии бактерий.
Установлено, что клетки бактерий проявляли
максимальную активность ИС к 54 часам куль�
тивирования, которая составляла 4726,8 Е/см

3

соответственно разбавленной культуры клеток.
В фильтрате культуральной жидкости актив�
ность фермента не была обнаружена.

Оптимизация биосинтеза ИС E. rhapontici.
В качестве факторов, влияющих на биосинтез
ИС E. rhapontici, были исследованы следующие:
продолжительность культивирования, рН сре�
ды, температура культивирования, аэрация,
концентрация сахарозы в среде.

Исследование активности ИС от исходно�
го значения рН среды культивирования пока�
зало, что максимальный биосинтез ИС бакте�
риями E. rhapontici наблюдался при рН 7,5. От�
клонение рН питательной среды от оптималь�
ных для синтеза фермента значений в кислую и
в щелочную сторону способствовало снижению
активности ИС.

На биосинтез ИС в процессе культивирова�
ния E. rhapontici также оказывает влияние темпе�
ратура культивирования. Установлено, что мак�
симальный биосинтез ИС наблюдался при 30 °С.
Снижение температуры культивирования до 16 °С
или повышение температуры до 40 °С в значи�
тельной степени угнетало синтез фермента.

Исследование влияния источников углеро�
да на биосинтез бактериями ИС показало, что
ферментативная активность проявляется на
разных источниках углерода (глюкоза, фрук�
тоза, мальтоза), однако максимальный биосин�
тез фермента наблюдался на среде с сахаро�
зой, что согласуется с литературными данны�
ми [7]. Оптимальной концентрацией сахаро�
зы для биосинтеза ИС в среде культивирова�
ния E. rhapontici являлась концентрация 10%.

Известно, что бактерии E. rhapontici отно�
сятся к группе факультативно анаэробных мик�
роорганизмов. Варьируя изменение объема пи�

тательной среды в колбах емкостью 750 см
3
 от

100 до 350 см
3
, установили, что максимальное

значение активности ИС наблюдалось при со�
держании питательной среды в колбах в объе�
ме 300 см

3
, т. е. соотношение объема среды к объе�

му кислорода составляло 1:2,5. Дальнейшее уве�
личение количества кислорода приводило к сни�
жению активности фермента.

Таким образом, оптимальными условия�
ми для глубинного культивирования бактерий
E. rhapontici и биосинтеза ими ИС являются
следующие: температура культивирования
30 

о
С; исходная величина рН питательной

среды 7,5; продолжительность культивирова�
ния 54 ч. на среде с содержанием сахарозы 10%.

Очистка фермента, его физико!химичес!
кие характеристики. Результаты по очистке
ИС бактерий E. rhapontici приведены в таблице
2. Был получен гомогенный ферментный пре�
парат со степенью очистки 63,9 и удельной ак�
тивностью 281,67 Е/мг белка.

Ключевой стадией очистки являлась ионо�
обменная хроматография. Применение в каче�
стве ионообменника ДЭАЭ�целлюлозы позво�
лило получить ИС с высокой степенью очистки
(63,9). Пик максимальной активности ИС со�
ответствовал градиенту концентрации КСl,
равному 20 мМ, что, вероятно, представляет со�
бой одну изоформу ИС, локализованную в пе�
риплазматическом пространстве бактериаль�
ной клетки E. rhapontici.

Максимальный выход белка, определен�
ный спектрофотометрически при длине волны
280 нм, наблюдался также при градиенте кон�
центрации КСl, равном 20 мМ, что соответство�
вало максимальной активности ферментного
препарата ИС.

Проведенный электрофоретический ана�
лиз очищенного препарата показал наличие
одной белковой полосы с Rf = 0,45.

С помощью ДДС�Na�ПААГ�электрофоре�
за установлено, что фермент является мономе�
ром. Молекулярная масса нативного фермента

Таблица 2. Очистка ИС из бактерий E. rhapontici
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находится в пределах значений 70�80 кДа, что
согласуется с данными литературы. Так, в ра�
боте McAllister показано, что молекулярная мас�
са нативной ИС Serratia plymuthica ATCC 15928
равна 79,5 кДа [10]. ИС, очищенная из Klebsiella
sp. имеет молекулярную массу 74 кДа [15].

Влияние температуры и рН на активность
ИС исследовали в интервале значений темпе�
ратур 20�60 °С и рН 4,0�8,0. Результаты опреде�
ления оптимальных условий трансформации
сахарозы в изомальтулозу показали, что фер�
ментный препарат ИС бактерий E. rhapontici
проявлял максимум активности при темпера�
туре 30 °С и рН 6,0 (рис. 1 а, б), что характерно
для ИС из бактерий рода Erwinia [5,16].

Полученный гомогенный препарат фермен�
та был исследован для определения его функ�
циональных характеристик. Инактивацию фер�
мента изучали в диапазоне рН 4,0�8,0 и темпе�
ратуры 20�60 °С. Ферментный препарат про�
являл наибольшую стабильность в интервале
температуры 20�30 °С и рН 6,0�7,0 (рис. 2, 3).

Рисунок 2. Кинетика кислотной инактивации
ферментного препарата ИС E. rhapontici при 30 оС
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Рисунок 1. а) Влияние рН на активность ИС E. rhapontici (А– активность фермента);
б) Влияние температуры на активность ИС E. rhapontici (А– активность фермента)
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На рисунке представлена кислотная инак�
тивация ферментного препарата ИС с удельной
активностью 281,67 Е/мг белка. Отклонение рН
и температуры от указанного интервала приво�
дило к снижению активности ИС на 20�40%.

Изучение динамики трансформации са!
харозы в изомальтулозу ИС E. rhapontici.

Одним из основных факторов, оказываю�
щих значительное влияние на процесс транс�
формации сахарозы в изомальтулозу, является
дозировка ферментного препарата ИС. На рис.
4 представлена зависимость степени трансфор�
мации сахарозы от продолжительности процес�
са при использовании различных дозировок
ферментного препарата ИС при 30 °С и рН 6,0.

Внесение 2 Е/мг сахарозы обеспечивало
трансформацию субстрата (4%) за 3 ч на 77,5%.
При увеличении дозировки препарата до 5 Е/мг
сахарозы степень трансформации достигала
95,0%. Внесение 8 Е/мг приводило к тому, что
требуемая степень трансформации (не менее
98%) достигалась за 3 ч. Дальнейшее увеличение

Рисунок 3. Кинетика кислотной инактивации
ферментного препарата ИС E. rhapontici при 20 оС
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дозировки ферментного препарата до 18 Е/мг
сахарозы не приводило к значительному усиле�
нию степени трансформации и поэтому нецеле�
сообразно.

Важным фактором, от которого зависит
действие фермента, является концентрация са�
харозы. Зависимость степени трансформации от
концентрации сахарозы исследовали при кон�
центрации ферментного препарата 5 Е/мг саха�
розы, рН среды 6,0, температура 30 °С (рис. 5).

Как видно из рисунка, при увеличении кон�
центрации сахарозы от 5 до 10% степень транс�
формации увеличивалась. Если при 5% сахаро�
зы степень трансформации за 3 ч. составляла
61,3%, то при концентрации сахарозы 10% она
достигла 87,4%. Дальнейшее увеличение концен�
трации сахарозы от 20 до 50% приводило к сни�
жению степени трансформации за указанный
промежуток времени. Таким образом, концент�
рация сахарозы 10% является оптимальной для
действия ИС. Проведенная серия экспериментов
позволила установить следующие рациональ�
ные параметры трансформации сахарозы в изо�
мальтулозу: дозировка ИС – 5 Е/мг сахарозы;
массовая доля сахарозы – 10%, продолжитель�
ность изомеризации 3 ч.

На основании полученных данных в даль�
нейшем будет разработана биотехнология изо�
мальтулозы с целью получения природного
иммуномодулятора.

Рисунок 4. Влияние дозировки ферментного
препарата ИС (Е/мг сахарозы) на степень

трансформации 4% сахарозы
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Рисунок 5. Степень трансформации растворов
сахарозы различной концентрации (%) ферментным

препаратом ИС при дозировке 5 Е/мг сахарозы
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