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УДК 577.152.3 + 663.15 

Т. С. ТОДОСІЙЧУК, О. М. ДУГАН 

ВСТАНОВЛЕННЯ ТЕХНОЛОГІЧНИХ РЕЖИМІВ ОТРИМАННЯ ІММОБІЛІЗОВАНОГО ГІДРО-
ЛІТИЧНОГО ФЕРМЕНТНОГО ПРЕПАРАТУ 

Робота присвячена дослідженню технологічних режимів іммобілізації гідролітичного ферментного комплексу (ГФК) з Streptomyces albus 
адсорбційним методом на аеросилі. Встановлено вплив температури, концентрації носія (аеросилу марки А-300) та тривалості іммобілізації 
на ефективність процеса та активність ферментного комплексу. Досліджена можливість іммобілізації ферментного комплексу безпосеред-
ньо в ході біотехнологічного процесу та показано її переваги порівняно з адсорбцією з розчину готового ферментного препарату. Результа-
ти дослідження можуть бути використані  при розробці нормативно-технічної документації на виробництво іммобілізованого гідролітично-
го ферментного препарату (ГФП). 

Ключові слова: гідролітичні ферменти, іммобілізація, абсорбція, літична активність, параметри,  ферментний препарат. 
 
Вступ. Гідролітичні ферменти знайшли застосу-

вання в широких галузях промисловості, медицини, 
народного господарства та науки завдяки своїй здат-
ності до деградації різноманітних субстратів [1, 2]. 
Однак, у технології та медицині довгий час викорис-
товували препарати нативних ферментів, що обмежу-
вало термін та умови їх використання. Іммобілізовані 
препарати, на відміну від нативних, мають ряд пере-
ваг: підвищена ефективність і стабільність, зручність 
та тривалість застосування [3-5]. Лише основні вказа-
ні переваги обумовлюють інтерес науковців до пошу-
ку оптимальних умов іммобілізації різних гідролаз та 
виправдовують витрати на тривалі дослідження та ро-
зробку їх технологій. 

Використання мікробного біосинтезу для отри-
мання гідролітичних ферментів за своїми економіч-
ними показниками значно перевищує інші способи. 
Тому, доцільним є розробка мікробних ферментних 
препаратів, а суттєвими параметрами удосконалення 
біотехнологій іммобілізованих гідролаз є підбір опти-
мального носія, умов і режимів іммобілізації, знижен-
ня витрат на стадіях виділення продукту. Актуаль-
ність роботи в даному напрямку обумовлюється від-
сутністю вітчизняних біотехнологій іммобілізованих 
гідролітичних препаратів, реалізованих у промисло-
вості. Поряд з цим важливе науково-практичне зна-

чення має дослідження методів модифікації фермен-
тів з метою створення препаратів із високою активні-
стю та контрольованою специфічністю.  

Аналіз літературних даних та постановка 
проблеми. Високий рівень витрат на виділення фер-
ментних препаратів надає особливого значення вибо-
ру оптимальних шляхів отримання продукту. Вибір 
методів виділення у першу чергу залежить від фізико-
хімічних властивостей культуральної рідини (КР), ха-
рактеристик ферменту та вимог до його товарної фо-
рми (ступеня чистоти), а також пов′язаний з економі-
чністю процесів. 

Культуральна рідина, яку отримують після куль-
тивування продуцентів ферментів, містить велику кі-
лькість баластних речовин. В сільському господарстві 
можна використовувати практично неочищені ферме-
нтні препарати, але в таких галузях як харчова, текс-
тильна промисловості й, особливо, в медицині вико-
ристовують лише очищені препарати ферментів, час-
тково або повністю звільненні від баластних речовин 
[4, 6]. При отриманні очищених ферментних препара-
тів біомасу продуценту разом із залишками поживно-
го середовища відділяють фільтруванням, центрифу-
гуванням або сепарацією.  

Виділення ферментів з концентрованих розчинів 
можливо здійснити методом адсорбції. Цей метод до-
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зволяє концентрувати та розділяти ферменти. Най-
кращі умови сорбції створюються при наявності спо-
рідненості сорбуючого матеріалу до ферменту. Ши-
роке застосування мають іонообмінні смоли, а також 
різні іономісткі матеріали органічного та неорганіч-
ного походження, такі як: крохмаль, целюлоза, дек-
стран, карбоксиметилцелюлоза, сефадекси, селіка-
гель, бентоніт, глауконіт та інш.. Для виділення амі-
лази, наприклад, оптимальним сорбентом є модифіко-
ваний крохмаль, що сорбує лише амілазу, для якої є 
субстратом. Модифікований крохмаль застосовується 
для розділення амілаз і протеїназ [7, 8]. 

Комбінування різних методів виділення та очис-
тки є типовим прийомом в технології ферментних 
препаратів, що дозволяє оптимізувати процес отри-
мання високоочищених продуктів.  

Так, із супернатанту культури Trichoderma 
harzianum СЕСТ 2413 були виділені три білка з хіти-
назною активністю [9]. Очистку проводили осаджен-
ням сульфатом амонію, адсорбцією на колоїдному хі-
тині з наступним його розщепленням адсорбованими 
ферментами і хроматофокусуванням. 

Оскільки одним з методів іммобілізації є адсорб-
ція на нерозчинних носіях, цей варіант виділення фе-
рментів після виробничого біосинтезу може розгляда-
тися одночасно й як метод отримання препаратів з пі-
двищеною реактивністю і стабільністю [5, 7].  Голов-
ний недолік цього методу полягає в тому, що фермент 
може зв'язуватися з носієм недостатньо міцно. Десо-
рбцію ферменту можуть викликати незначні зміни 
зовнішніх умов: рН, іонної сили, температури і при-
роди розчинника. На визначення оптимальних режи-
мів іммобілізації, що забезпечать високу каталітичну 
активність препарату та стабільність й спрямовують-
ся сучасні дослідження та розробки. 

Так, проведені систематичні дослідження по роз-
робці високостабільного гетерогенного біокаталізато-
ру для процесу неперервного гідролізу крохмалю на 
основі адсорбованої глюкоамілази. Іммобілізована 
глюкоамілаза зберігає високу біокаталітичну актив-
ність через 1-1,5 років зберігання при кімнатній тем-
пературі  [10]. 

Інтерес представляє вивчення іммобілізації пек-
таваморину з метою отримання дешевого і стабіль-
ного біологічного каталізатору. Іммобілізацію пекта-
ваморину Г10Х проводили включенням 30 см3 7%-го 
водного розчину ферментного препарату в поліак-
риламідний гель. Для покращення зв’язування фер-
менту в полімеризаційну суміш вводили глутаровий 
альдегід в якості модифікатору. Відмічено збіль-
шення пектинестеразної активності при зберіганні 
ферменту, який іммобілізований в поліакриламід-
ний гель [11]. 

Аналіз опрацьованої літератури дозволяє визна-
чити, що перспективи використання адсорбційних ме-
тодів для виділення ферментних препаратів, у порів-
нянні з іншими методами, зумовлені можливістю об-
робки великих об′ємів розчинів при відносно просто-
му апаратурному оформленні та скорочених термінах, 
зниженням енергоємності процесу та втрат активності 
при концентруванні ферментів, можливістю одночас-
но з концентруванням здійснювати очищення від ба-
ластних домішок. Очевидно, що у багатьох випадках 

адсорбційні процеси можуть розглядатися як ефекти-
вні та економічні методи отримання іммобілізованого 
продукту в технології ферментних препаратів. 

Ціль та задачі дослідження. Метою дослідження 
є визначення впливу умов іммобілізації гідролітичного 
ферментного комплексу мікробного походження адсор-
бційним способом на активність ферменту. 

Задачею дослідження є встановлення режимів ім-
мобілізації  гідролітичного ферментного комплексу ад-
сорбційним способом  на аеросилі в процесі біотехноло-
гічного виробництва. 

Для досягнення поставленої мети були поставлені 
наступні завдання: 

1. Дослідження можливості адсорбції гідролітично-
го ферментного комплексу з культурального фугату піс-
ля біосинтезу продукту.  

2. Визначення оптимальних значень досліджуваних 
параметрів  (температури, концентрації носія (аероси-
лу марки А-300) та тривалості іммобілізації) для 
отримання іммобілізованого препарату. 

Матеріали та методи дослідження параметрів 
іммобілізації гідролітичного ферментного компле-
ксу адсорбційним методом. В роботі використовували 
ферментний комплекс та готовий препарат, що синте-
зується мікробним штамом-продуцентом  Streptomyces 
albus ІМВ Ас-5030 та містить глікозидази, мурамідази, 
протеїнази, протеази та інші ензими [12]. 

Біосинтез ГФК проводили у колбах на 750 см3 на 
качалках при частоті обертання 240 хв-1, протягом 72-
96 годин при температурі 28±1 °С на середовищі на-
ступного складу, (г/дм3): глюкоза  - 6,0; соєве 
борошно дезодороване - 8,0; NaCl - 14,0; 
К2НРО4×3Н2О - 2,0; CaCl2 - 4,5; MgSO4×7Н2О  -  5,8;  
MnCl2×4 Н2О - 0,04. рН  7,8-8,2. 

Для визначення літичної активності ферментних 
препаратів були використані мікробні тест-культури 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli як моделі грам-
позитивних та грамнегативних патогенів та 
Lactobacillus bulgaricus 86 – як культуру, що є перспе-
ктивним джерелом отримання біологічно активних 
препаратів (структур клітинної стінки, певних органел 
тощо). 

Літичну активність (ЛА) ферментного препарату 
визначали за здатністю до лізису суспензії тест-
культур та виражали у од/мл. За одиницю ЛА прий-
мали кількість ферменту, яка знижує  густину суспен-
зії тест-культури на 0,001 оптичної одиниці за 1хв. 
Визначення проводили турбідіметричним методом 
[12] у наступній модифікації: до 4 мл суспензії тест-
культури (оптичною густиною 0,7-0,8 ОД при  
λ = 540 нм) додавали 0,1-0,3 мл розчину ферменту та 
інкубували впродовж 10 хв. при 50 0С.   

У якості носія для іммобілізації використовували 
аеросил марки „Силікс” А-300. Іммобілізацію прово-
дили адсорбційним способом, вносячи носій у робо-
чий розчин ферментного препарату (40 мг/мл) до 
концентрації рідкого гелю (5-7 %) та перемішуючи на 
магнітній мішалці протягом 30 хв. [13]. Іммобілізацію 
проводили у водному розчині ферменту, а також у ку-
льтуральному фугаті після процесу біосинтезу. Утво-
рений гель центрифугували протягом 20 хвилин при 
5000 хв-1 і видаляли надосадову рідину. Осад іммобі-
лізованого препарату висушували у термостаті протя-



Механіко-технологічні системи та комплекси                                                           ISSN 2411-2798 (print)  

 
124                                                                                                       Вісник НТУ “ХПІ». 2015.No52(1161)  

гом 1-2 годин при температурі 30 С. Активність пре-
парату аналізували за наведеними вище методиками 
визначення ЛА. 

Результати дослідження параметрів іммобілі-
зації гідролітичного ферментного комплексу адсо-
рбційним методом. До основних параметрів процесу 
іммобілізації ферментів, що визначають її ефектив-
ність, відносять рН, температуру, концентрацію носія 
та тривалість контакту [3 - 5]. Однак, при проведенні 
іммобілізації в ході біотехнологічного виробництва 
іммобілізованого препарату та використанні, відпові-
дно, фугату культуральної рідини, доцільність коре-
гування рН є сумнівним, зважаючи на багатокомпо-
нентність фугату та рівень підвищення ефективності 
процесу у розчині препарату. 

Для з'ясування останнього питання, було прове-
дено порівняльну іммобілізацію ферментного комплек-
су з розчину готового ГФП  та культурального фугату, 
отриманого в процесі біосинтезу  ГФК (рис. 1). 
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Рис. 1 − Порівняння ефективності іммобілізації ГФК з вико-
ристанням: а - фугату культуральної рідини продуценту; б - 

розчину готового ферментного препарату 
 

Отримані дані вказують на значну різницю ефек-
тивності процесу іммобілізації ферментного комплек-
су у вказаних варіантах. Так, вміст ферментного ком-
плексу у надосадовій рідині, після відділення іммобі-
лізованого препарату з фугату значно нижчий, ніж 
аналогічний показних при використанні розчину го-
тового ферменту – 15 проти 45 %. 

Подані результати свідчать по високу ефектив-
ність процесу іммобілізації ферментного комплексу з 
фугату культуральної рідини продуценту, що, очеви-
дно, не потребує додаткового корегування рН. 

Наведене дослідження проводили, використову-
ючи концентрацію аеросилу 3% при температурі 
22±2ºС впродовж  30 хв, тому наступним етапом було 
визначення оптимальної температури та концентрації 
аеросилу (носія) в процесі іммобілізації. Вказані па-
раметри варіювали в діапазонах, що визначалися тер-
молабільністю об'єкту іммобілізації та технологічніс-
тю процесу. Іммобілізацію проводили, використову-
ючи фугат КР, що містив досліджуваний ГФК, та кон-
тролювали процес за лактолітичною активністю. 

Експериментальні дані, представлені на рис. 2 
(а), вказують на підвищення ефективності іммобіліза-
ції зі збільшенням температури.  

Зважаючи на термолабільність білку та 
зв’язування ферменту при 30ºС на рівні 90 %, очевид-
но використання більш високих температур є недоці-
льним, в тому числі з економічної точки зору. Тому, 
рекомендованою температурою для адсорбційної ім-
мобілізації ГФК на аеросилі можна вважати 28-32 ºС . 

Діапазон досліджуваних концентрацій аеросилу 
в процесі іммобілізації був обумовлений фізичними 
характеристиками реакційної системи та, відповідно, 
технологічністю процесу. Так, при концентрації аеро-
силу 3 % реакційна система мала стан рідкого гелю, 
що надалі добре розділявся при центрифугуванні. По-
чинаючи з концентрації носія 7% утворювався більш 
щільний гель, що практично не розділявся центрифу-
гуванням. 

Дані, наведені на рис. 2, вказують, що максима-
льне зв’язування ферменту відбувається при концент-
рації аеросилу 5-7 % та при підвищенні концентрації 
останнього ефективність іммобілізації знижується. 
Причому, зразки з вмістом аеросилу 10-13 % мали 
стан густого гелю та не розділялися центрифугуван-
ням, а відразу висушувалися контактним способом. 
Тому, зниження літичної активності зразків препарату 
з максимальним вмістом носія може бути наслідком 
часткової інактивації ферменту впродовж більш три-
валого висушування при 30-35 ºС. 

Отже, оптимальною концентрацією носія для ім-
мобілізації ферментного комплексу при наступному 
контактному способі висушування є 5 %, що дозволяє 
досягти максимального рівня зв’язування ферменту 
(90 %) та дає можливість видалити рідину після 
центрифугування. При використанні іншого способу 
сушки можна використовувати концентрацію аероси-
лу 7–8 % без наступного відділення рідини – при цьо-
му в препарат потрапить навіть не зв’язаний фермент, 
що може бути закріплений додатково в процесі сушки 
та виявляти свою активність при використанні препа-
рату. 
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Рис. 2 − Вплив технологічних параметрів  на ефективність 
процесу іммобілізації ГФК: а - температури; б – концентра-

ції аеросилу 
 
Оптимальну тривалість процесу іммобілізації ви-

значали в інтервалі часу 15-90 хв, що вказаний  як 
ефективний для аналогічних розробок [5, 7]. Очевид-
но, що впродовж 30-45 хв. відбувається максимальна 
адсорбція ферментного комплексу на аеросилі, а отже 
не доцільно подовжувати її час понад 45 хв., про що 
свідчить однаковий рівень активності зразків (2800 
од/см3), отриманих при іммобілізації ферменту впро-
довж 45-75 хв. (рис. 3). Подальше збільшення часу 
взаємодії  призводить до втрат ферменту, очевидно, 
внаслідок його термолабільності – інкубації досить 
тривалий час при 30 ºС у водному середовищі.  

Отже, узагальнюючи визначені технологічні ре-
жими процесу іммобілізації ферментного комплексу з 
культурального фугату, можна встановити, що такими 
є: температура 28-32 ºС , концентрація аеросилу 5-7% 
(в залежності від способу сушки) при тривалості про-
цесу 30-45 хв. Визначені параметри та особливості 
процесу можуть бути були покладені в основу розро-
бки способу іммобілізації та технічної документації 

на виробництво іммобілізованого ГФП.  
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Рис. 3 − Вплив тривалості іммобілізації ГФК на ефектив-
ність процесу 

 
Обговорення результатів дослідження парамет-

рів іммобілізації гідролітичного ферментного ком-
плексу адсорбційним методом. В представленому 
дослідженні проведено порівняння ефективності 
отримання іммобілізованого ГФП мікробного похо-
дження з фугату культуральної рідини, отриманого в 
процесі біотехнологічного виробництва, та з розчину 
готового ферментного препарату. Отримані дані свід-
чать, що при іммобілізації ферменту з фугату зв'язу-
ється 85 % продукту, а використання для цього гото-
вого ферменту у розчині призводить  до його іммобі-
лізації лише на рівні 55 %. Очевидно, сухий фермент 
містить речовини, що повністю не видаляються в 
процесі очистки (метаболіти та компоненти живлен-
ня) та потрапляють у розчин у підвищеній концентра-
ції та  пригнічують процес  іммобілізації.  Можливо, 
також, що саме ці речовини частково закріплюються 
на носії, перешкоджаючи іммобілізації окремих фер-
ментів комплексу. 

В культуральному фугаті також присутні залиш-
ки метаболітів та компонентів живлення, однак, оче-
видно, їх концентрація в цьому випадку є значно ме-
ншою. Можливим фактором пригнічення процесу у 
випадку використання розчину готового ферменту є 
присутність стабілізатора (Na2SO4), що додається в 
препарат, а саме, вірогідно, іонів натрію. 

Показаний вплив концентрації аеросилу на тех-
нологічні процеси подальшої обробки напівпродукту, 
а саме відділення, концентрування та сушку, дозволяє 
отримували різні готові форми продукту. Так, пода-
льше після іммобілізації висушування концентрованої 
суміші контактним способом без попереднього 
центрифугування дає змогу одержати гранульований 
препарат технічного призначення. Такий іммобілізо-
ваний гідролітичний ферментний препарат може бути 
використаний у складі порошкоподібних синтетичних 
миючих засобів або для знешкодження/знезараження 
побутових відходів. 

У разі ж ліофільного висушування суміші іммо-
білізованого препарату, що попередньо може бути 
простерилізований та сконцентрований баромембран-
ними методами, може бути отриманий препарат для 
ветеринарії або (після проведення відповідних дослі-
джень) для лікувальної практики.  

 
Висновки 
1. Встановлені оптимальні параметри процесу 
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іммобілізації гідролітичного ферментного комплексу 
адсорбційним способом на аеросилі марки А-300: те-
мпература 28-32 ºС, концентрація носія 5-7 %, трива-
лість процесу 30-45 хв. 

2. Показані переваги отримання іммобілізовано-
го гідролітичного ферментного препарату безпосере-
дньо в процесі біотехнологічного виробництва, що 
визначає можливість поєднання процесів виділення 
ферменту та  створення відповідної готової форми 
продукту. 
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