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Аннотация. При получении целлюлозы из растительного сырья образуются вторич-
ные ресурсы в виде гидролизатов полисахаридов и лигнина, которые могут выступать 
субстратом в микробиотехнологии для производства биопродуктов. К экономически 
привлекательным субстратам для культивирования микроорганизмов следует отнести 
и арабиногалактан, переходящий по действующей технологии в щелок при получении 
целлюлозы из древесины лиственницы. Разработана и технология варки целлюлозы 
древесины лиственницы с предварительной экстракцией арабиногалактана горячей 
водой, что делает его доступным в качестве сырья для микробиологии. Однако не 
все микроорганизмы обладают необходимыми ферментами для расщепления данно-
го субстрата, поэтому для повышения биодоступности арабиногалактан необходимо 
подвергнуть предварительному каталитическому, предпочтительно ферментативному, 
гидролизу, который является более экологически безопасным по сравнению с химиче-
ским гидролизом. Данная работа посвящена исследованию потенциала использования 
β-галактозидазного ферментного комплекса Rhizopus oryzae F-1030 для биодеградации 
арабиногалактана. Показана способность гриба метаболизировать и ассимилировать 
арабиногалактан как единственный источник углерода. Установлено, что увеличение 
биомассы гриба находится в прямой зависимости от концентрации арабиногалактана 
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в среде. Подбор рациональных условий инкубирования внеклеточной β-галактозидазы 
R. oryzae F-1030 после удаления из культуральной жидкости биомассы гриба позволил 
достичь эффективного уровня расщепления арабиногалактана с обогащением среды 
редуцирующими веществами, представленными простыми сахарами. Установлено, что 
β-галактозидаза R. oryzae F-1030 при температуре 60 °С, рН 7,0±0,2, наличии посто-
янного перемешивания проявляет высокую ферментативную активность при всех ис-
следованных концентрациях арабиногалактана. Отмечено, что в первые 3 сут. инкуби-
рования происходит основной прирост концентрации редуцирующих веществ в среде 
культивирования, тогда как в последующем увеличения содержания редуцирующих ве-
ществ почти не наблюдается вследствие истощения доступных для гидролиза фермен-
том β-галактозидазой связей в молекулах арабиногалактана, а также из-за возможного 
взаимодействия фермента с продуктами реакции. Доказано, что активность фермента 
β-галактозидазы R. oryzae F-1030 находится в прямой зависимости от концентрации 
арабиногалактана и температуры среды культивирования. Полученные результаты по-
зволяют рассматривать β-галактозидазу R. oryzae F-1030 в качестве перспективного 
фермента для биомодификации арабиногалактана и для совместного применения как 
фермента, так и арабиногалактана в кормовой промышленности.
Ключевые слова: арабиногалактан, Rhizopus oryzae, β-галактозидаза, ферментативный 
гидролиз, простые сахара, редуцирующие вещества
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Abstract. When pulp is obtained from plant raw materials, secondary resources are formed 
represented by hydrolysates of polysaccharides and lignin, which can act as a substrate in 
microbiotechnology for the production of bioproducts. Arabinogalactan, which is converted 
into liquor by the current technology during the production of pulp from larch wood, should 
also be considered an economically attractive substrate for cultivating microorganisms.  
A technology for cooking larch wood pulp with pre-extraction of arabinogalactan with hot 
water has also been developed, making it available as a raw material for microbiology. How-
ever, not all microorganisms possess the necessary enzymes to break down this substrate, 
therefore, in order to increase the bioavailability, arabinogalactan must be subjected to pre-
liminary catalytic, preferably enzymatic, hydrolysis, which is more environmentally friendly 
compared to chemical hydrolysis. This work is devoted to the investigation of the potential 
of using the β-galactosidase enzyme complex Rhizopus oryzae F-1030 for the biodegradation 
of arabinogalactan. The ability of the fungus to metabolize and assimilate arabinogalactan 
as a sole carbon source has been demonstrated. It has been established that the increase in 
fungal biomass is directly dependent on the concentration of arabinogalactan in the medium.  
The selection of rational incubation conditions for extracellular β-galactosidase R. oryzae 
F-1030 after the removal of fungal biomass from the culture fluid has made it possible to 
achieve an effective level of arabinogalactan cleavage with enrichment of the medium with 
reducing substances represented by simple sugars. It has been established that β-galactosidase 
R. oryzae F-1030 at a temperature of 60 °С, рН 7.0±0.2 and constant stirring exhibits high 
enzymatic activity at all arabinogalactan concentrations studied. It has been noted that during  
the first 3 days of incubation, the main increase in the concentration of reducing substances in 
the culture medium occurs, whereas subsequently, almost no increase in the content of reduc-
ing substances is observed due to the depletion of bonds in arabinogalactan molecules avail-
able for hydrolysis by the β-galactosidase enzyme, as well as due to the possible interaction of 
the enzyme with the reaction products. It has been proven that the activity of the β-galactosi-
dase enzyme R. oryzae F-1030 is directly dependent on the concentration of arabinogalactan 
and the temperature of the culture medium. The results obtained allow us to consider β-galac-
tosidase R. oryzae F-1030 as a promising enzyme for the biomodification of arabinogalactan 
and for the combined use of both the enzyme and arabinogalactan in the feed industry.
Keywords: arabinogalactan, Rhizopus oryzae, β-galactosidase, enzymatic hydrolysis, simple 
sugars, reducing substances 
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Введение

Рациональное использование природных ресурсов должно основывать-
ся на комплексной переработке сырья. В этом контексте растительное сырье 
представляет собой особо ценный ресурс – возобновляемый и почти неисчер-
паемый, что открывает широкие перспективы для его промышленной перера-
ботки. Биомасса растений представлена в основном полисахаридами, гидро-
литическая обработка которых позволяет получать множество моносахаридов, 
обладающих большим потенциалом для дальнейшей переработки и использо-
вания в различных отраслях промышленности [2]. Гидролиз полисахаридов 
растительного происхождения в основном осуществляется ферментативными 
методами, т. к. при высоком содержании сухих веществ субстрата фермента-
тивный гидролиз предпочтительнее кислотного из-за специфичности действия 
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ферментов, низких температур протекания процесса, значительного выхода 
искомого продукта при отсутствии вторичных превращений моносахаридов.  
С экономической и экологической точки зрения ферментативный гидролиз так-
же выгоднее кислотного [21, 25, 27, 36].

Основным продуктом гидролиза растительных полисахаридов являют-
ся редуцирующие вещества (РВ), представленные смесью разных сахаров и 
несахаристых веществ, имеющих альдегидную или кетонную группу в со-
ставе молекулы. К РВ растительного сырья относят моносахариды (глюко-
за, манноза, галактоза, фруктоза, ксилоза), фурфурол, уроновые кислоты, 
декстрины (дисахариды, полученные при неполном гидролизе клетчатки или 
гемицеллюлоз – лактоза, мальтоза, целлобиоза), лигносульфоновые кислоты, 
гуминовые вещества [7].

Арабиногалактаны – широко распространенные в растительном мире по-
лисахариды. Арабиногалактаны содержатся в клеточной оболочке как в свобод-
ном состоянии, так и в виде мономерной единицы макромолекулы пектиновых 
веществ, либо как моносахаридный остаток балластных полисахаридов: каме-
дей, гемицеллюлоз [3, 14, 25, 26, 28, 29]. Химически чистый арабиногалактан 
лиственницы представляет собой белый или почти белый порошок без выра-
женного запаха. Технический арабиногалактан, выделяемый из древесины ли-
ственницы предварительной экстракцией горячей водой при ее промышленной 
переработке, – это смесь различных водорастворимых компонентов, поэтому его 
гидрофильный порошок имеет бледно-кремовый цвет и обладает слабым хвой-
ным запахом. Арабиногалактан – химически стабильное соединение, устойчивое 
к низким рН, нагреванию и гидролизу. Он обладает бактерицидными, иммуно-
стимулирующими, общетонизирующими свойствами, способствует восстанов-
лению нормобиоценоза желудочно-кишечного тракта. Названные свойства ара-
биногалактана способствуют его широкому применению в фармацевтической и 
пищевой промышленности для изготовления пребиотиков и функциональных 
продуктов питания [5, 23–25, 32, 33, 38, 40]. Недавние исследования показали 
перспективу применения арабиногалактана, модифицированного с помощью 
ди- и трикарбоксильных кислот, в качестве основы для экологичных и биоло-
гически разлагаемых пленок, которые могут применяться в упаковочной и био-
медицинской областях [31]. В животноводстве арабиногалактан используют для 
увеличения прироста живой массы, удоев молока и повышения резистентности 
организма к различным заболеваниям вследствие нормализации обмена веществ 
и оптимизации работы антиоксидантной системы, в результате чего повышают-
ся адаптивные возможности организмов животных. Введение в рационы молод-
няка сельскохозяйственных животных и птицы арабиногалактана способствует 
интенсификации прироста биомассы вследствие повышения усвояемости корма 
и улучшения его конверсии посредством увеличения содержания в желудоч-
но-кишечном тракте животных бифидобактерий и лактобацилл [13, 18, 19]. 

Мировой рынок арабиногалактана стабильно растет, что обусловлено 
ростом спроса на пищевые и кормовые добавки, фармацевтические препара-
ты и функциональные продукты питания, стимулированным интересом потре-
бителей к натуральным пребиотикам и модуляторам иммунной системы. При 
изготовлении кормов для животных используются кормовые добавки, получен-
ные методом ферментации микроорганизмов на питательных средах на основе 
арабиногалактана [23].
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Известно, что источником углерода, необходимым для набора биомассы 
и физиологической активности микроорганизмов, являются простые сахара – 
продукты гидролиза полисахаридов. Однако далеко не все микроорганизмы 
имеют необходимые ферменты для гидролиза арабиногалактана до простых 
сахаров, поэтому было бы нецелесообразно использовать интактный арабино-
галактан в составе микробиологической питательной среды. Ферментом, от-
ветственным за расщепление сложных углеводов до простых сахаров, хорошо 
усваиваемых всеми микроорганизмами, является β-галактозидаза (β-D-галак-
тогидролаза), катализирующая реакции гидролиза и трансгалактозилирования 
олигосахаров по гликозидной связи (1-3 галактопиранозная связь и 1-6 араби-
нофуранозная боковая связь в арабиногалактане) [10]. Фермент β-галактози-
даза продуцируется бактериями р. Escherichia, Lactobacillus, мицелиальными 
грибами р. Aspergillus, некоторыми представителями дрожжеподобных грибов 
и т. д. Микробные β-галактозидазы в настоящее время широко используются в 
биотехнологических производствах и пищевой промышленности, т. к. данный 
фермент способен гидролизовать лактозу. Этот фермент также может быть ис-
пользован в биосинтезе галактоолигосахаридов – неперевариваемых олигоса-
харидов, способствующих росту полезной кишечной микрофлоры [30, 34, 39]. 

В зависимости от происхождения β-галактозидазы условно подразделяют 
на внутриклеточные и внеклеточные. Например, β-галактозидазы, полученные 
из мицелиальных грибов р. Aspergillus и Rhizopus, являются внеклеточными 
ферментами, тогда как большинство бактериальных β-галактозидаз – внутри-
клеточные ферменты. Структурно-механические и кинетические свойства 
β-галактозидазы зависят от происхождения фермента. Например, внеклеточная 
β-галактозидаза – гликопротеин с молекулярной массой 115–176 кДа, субъеди-
ничной структуры не имеет, не активируется металлами, характеризуется опти-
мальным рН 3,6–5,3. Внеклеточная β-галактозидаза более стабильна, но менее 
активна, чем внутриклеточная β-галактозидаза дрожжей и бактерий [17].

Соответственно, поиск продуцентов внеклеточной β-галактозидазы 
среди мицелиальных грибов для культивирования на субстратах-индукторах 
из арабиногалактана является актуальной проблемой. Проводимые исследо-
вания обосновывают целесообразность получения биопродуктов кормового 
назначения на основе арабиногалактана с содержанием ферментов и редуци-
рующих веществ. 

Цель исследования – изучение возможности биодеградации техниче-
ского арабиногалактана ферментной системой мицелиального гриба Rhizopus 
oryzae F-1030.

Задачи: определение возможности использования арабиногалактана в ка-
честве источника углерода в составе питательных сред для культивирования 
мицелиального гриба R. oryzae F-1030; подбор условий инкубирования вне-
клеточной β-галактозидазы R. oryzae F-1030 для максимальной биоконверсии 
арабиногалактана и обогащения культуральной жидкости редуцирующими ве-
ществами.

Объекты и методы исследования

Объектом исследования служил мицелиальный гриб R. oryzae штамм 
ВКПМ F-1030. Штамм был предоставлен Всероссийской коллекцией про-
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мышленных микроорганизмов. Первоначально выращивание биомассы гриба 
R. oryzae F-1030 осуществлялось твердофазным культивированием музейной 
культуры на картофельно-глюкозном агаре при температуре 28–30 °С в течение 
7 сут. Картофельно-глюкозный агар содержал 200 г мелкоизмельченных клуб-
ней картофеля, 20 г глюкозы, 20 г бактериологического агара на 1000 см3 воды. 
Стерилизацию питательных сред проводили автоклавированием при темпера-
туре 115 °С в течение 60 мин.

Основой питательной среды для последующего культивирования гриба 
служил технический арабиногалактан в концентрации 2, 4 и 6 %. Арабинога-
лактан был предоставлен Санкт-Петербургским государственным университе-
том промышленных технологий и дизайна, кафедрой Технологии целлюлозы и 
композиционных материалов. Используемый арабиногалактан – порошок с со-
держанием сухих веществ 92 %, полученный путем сушки на распылительной 
сушилке экстракта технологической щепы древесины лиственницы сибирской 
(Братский лесопромышленный комплекс) [4, 6, 10, 11]. Экстракт был получен 
2-ступенчатой водной экстракцией при температуре 90–105 °С при гидромоду-
ле 1:4, после чего дополнительно сконцентрирован с применением мембран-
ной фильтрации до концентрации 25 %. Качественный анализ состава порошка 
показал присутствие незначительного количества олигосахаридов, прошедших 
через ультрафильтрационную мембрану, а также наличие дигидрокверцетина, 
низкомолекулярных фенольных соединений и танинов. Количественный со-
став компонентов данного образца не изучался, однако компонентный состав 
водных экстрактов древесины лиственницы той же лесосырьевой базы изве-
стен [16]. Сухой остаток экстрактов представляет собой смесь полисахаридов 
(94–97 % арабиногалактана и 3–6 % пектиновых веществ), дигидрокверцетина 
(3,2–4,0 %) и танинов (3,6–4,6 %). Кроме того, в количестве 1,7–3,2 % присут-
ствуют минеральные вещества и фенолокислоты.

Засев питательной среды на основе арабиногалактана проводился внесе-
нием в питательную среду части мицелия R. oryzae F-1030 в вегетативной фазе 
роста в массовом соотношении 1:500. Глубинное культивирование гриба осу-
ществлялось в колбах Эрленмейера объемом 250 см3 при температуре 28±2 °С  
и непрерывном перемешивании в течение 7 сут. В культуральной жидкости 
контролировали pH, температуру, содержание редуцирующих веществ (РВ). 
Отбор проб проводили каждые 24 ч.

В питательные среды вносили минеральные соли KH2PO4 и (NH4)2SO4 в 
следующих концентрациях: при добавлении в питательную среду, в которой со-
держалось 2 % арабиногалактана, 0,3 сМ (NH4)2SO4 и 0,1 сМ KH2PO4; 4 % – 0,6 
и 0,3 сМ; 6 % – 1,0 и 0,6 сМ.

Расчет количества вносимых в питательную среду солей осуществляли 
из расчета содержания редуцирующих веществ (РВ) в питательной среде.

Содержание РВ определяли по методике, приведенной в работе [12].
По истечении 7 сут. культивирования мицелий гриба R. oryzae F-1030 от-

деляли от культуральной жидкости центрифугированием на центрифуге СМ-12 
при 4000 об./мин. в течение 40 мин. В культуральной жидкости определяли ак-
тивность внеклеточного фермента β-галактозидазы фотометрическим методом 
с применением О-нитрофенил-β-D-галактопиронозида [15]. 

Культуральную жидкость смешивали в соотношении 1:1 со стерильной 
средой, содержащей арабиногалактан. Смесь термостатировали при 50 или  
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60 °С при постоянном перемешивании. Ежедневно в смеси в течение последу-
ющих 7 сут. определяли активность β-галактозидазы. 

Статистическая обработка результатов проводилась с помощью програм-
мы Microsoft Excel.

Результаты исследования и их обсуждение

Субстрат для промышленного культивирования микроорганизмов должен 
иметь не только сбалансированный состав (источники углерода, азота, воды), 
обеспечивающий веществом и энергией процессы роста и обмена веществ кон-
кретного микроорганизма, но и быть экономически доступным и экологиче-
ски безопасным. Арабиногалактан, представляющий собой вторичный ресурс, 
получаемый при производстве целлюлозы из древесины лиственницы, может 
рассматриваться в качестве перспективного недорого источника углерода для 
промышленного культивирования микроорганизмов. Известно, что мицелиаль-
ные грибы способны к усвоению сложных источников углеводов растительного 
происхождения, в частности, арабиногалактана, таким образом участвуя в био-
конверсии отходов переработки древесины [10, 35]. 

В предыдущих работах авторов была показана способность данного гри-
ба использовать в качестве источника углерода щелока – вторичные ресурсы 
целлюлозно-бумажной промышленности [8, 9]. В данной работе рассматрива-
ется возможность использования арабиногалактана в качестве основы пита-
тельной среды для культивирования гриба R. oryzae F-1030. Арабиногалактан 
представляет собой гидрофильный полисахарид, состоящий из мономеров про-
стых сахаров арабинозы и галактозы, которые могут ассимилироваться грибом 
в качестве источников углерода. Известно, что микроорганизмы синтезируют 
гидролитические ферменты, в т. ч. β-галактозидазу, лишь когда целлюлоза, ге-
мицеллюлоза и другие сложные углеводы являются единственным источником 
углерода [22, 37]. При наличии более доступных для ассимиляции углеводов 
(простых сахаров) синтез данных ферментов прекращается. Поэтому един-
ственным источником углерода в данной серии экспериментов служил араби-
ногалактан, дополнительных источников углерода в виде легкоусвояемых саха-
ров в питательную среду не добавляли.

В ходе исследования была показана возможность применения арабино-
галактана как единственного источника углерода для культивирования гриба 
R. oryzae F-1030. Характеристика роста гриба R. oryzae F-1030 на питательных 
средах на основе арабиногалактана представлена в таблице.

Характеристика роста гриба R. oryzae F-1030  
на питательных средах на основе арабиногалактана

The characteristics of the R. oryzae F-1030 fungus growth  
on nutrient media based on arabinogalactan

Концентрация  
арабиногалактана, %

Сухая биомасса,  
г/дм3

Избыток РВ на окончание 
культивирования, % рН

2 13,9±0,7 0,16±0,02 6,9±0,2
4 14,6±0,6 0,22±0,02 7,1±0,2
6 19,7±0,9 0,39±0,02 6,9±0,3
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Выявлена прямая зависимость выхода биомассы гриба от концентрации 
арабиногалактана: с ее увеличением пролиферация клеток гриба усиливается и 
его биомасса растет. Это является свидетельством расщепления арабиногалак-
тана β-галактозидазным ферментным комплексом гриба и последующей асси-
миляции выделившихся простых сахаров – арабинозы и галактозы. 

Известно, что рН питательной среды является основным показателем, 
регулирующим физико-химические свойства и биологическую активность ми-
кроорганизма-продуцента. Необходимо на протяжении всего времени культи-
вирования не допускать значительного отклонения значения рН от оптимально-
го для данного микроорганизма, в случае гриба R. oryzae F-1030 такое значение 
составляет 4,5–7,0 [8, 9]. При несоблюдении приведенных оптимальных значе-
ний рН метаболическая активность гриба ощутимо замедляется. Установлено, 
что на начало культивирования питательная среда на основе арабиногалактана 
имела нейтральное значение рН 7,0±0,2, которое в течение 7 сут. культивирова-
ния немного снижалось. Подкисление питательной среды в процессе культиви-
рования, очевидно, связано с синтезом грибом R. oryzae F-1030 ряда органиче-
ских кислот, в т. ч. молочной.

В предыдущей работе авторов [9] было показано, что на 7-е сут. куль-
тивирования гриб R. oryzae F-1030 достигает физиологической зрелости, что 
выражается в замедлении прироста биомассы и увеличении активности вне-
клеточных ферментов (ксиланазы, целлюлазы) до максимальной. Относитель-
но β-галактозидазы гриба авторами было сделано аналогичное предположение, 
что по истечении 7 сут. культивирования концентрация фермента β-галактози-
дазы в культуральной жидкости достигнет предельно возможной для данного 
штамма и в дальнейшем будет поддерживаться на уровне, необходимом для 
утилизации субстратов в среде. Соответственно, на 7-е сутки культивирования 
биомассу гриба R. oryzae F-1030 из культуральной жидкости можно удалить,  
т. к. в ней уже будет находиться достаточное количество внеклеточного фермен-
та β-галактозидазы.

На начальном этапе исследования подбирали условия, при которых 
внеклеточная β-галактозидаза R. oryzae F-1030 в наибольшей степени смо-
жет расщепить субстрат – арабиногалактан. Известно, что для обеспечения 
высокой степени биоконверсии растительного сырья требуется длительное 
время экспозиции субстрата с ферментом в условиях, оптимальных для дей-
ствия ферментного препарата [21]. Степень расщепления арабиногалактана 
определяли по количеству образованных РВ. Поскольку известно, что β-га-
лактозидазы микроорганизмов обладают широким диапазоном оптимальных 
температур реакции: от 35 °С для клеток дрожжей до 50–65 °С для плесневых 
грибов [30], то первым анализируемым параметром была температура. Вто-
рым – наличие постоянного перемешивания, т. к. для протекания биохимиче-
ской реакции необходимо перемешивание, особенно при повышенных кон-
центрациях субстрата. Интенсивность перемешивания определяет скорость 
и степень биоконверсии [21]. Однако при слишком интенсивном перемеши-
вании или встряхивании вероятна механическая денатурация белков, в т. ч. и 
ферментов, что может выразиться в снижении скорости реакции и уменьше-
нии выхода продукта. 

Третьим анализируемым параметром стал рН, т. к. белковая природа фер-
ментов определяет зависимость их каталитической активности от рН среды: 
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смещение рН в кислую или щелочную сторону от оптимальной вызывает из-
менение заряда функциональных групп фермента и субстрата, что приводит к 
изменению конформации белковой структуры фермента и, соответственно, его 
ферментативной активности. Наивысшая активность большинства ферментов 
отмечается при слабокислой или нейтральной реакции среды.

Определение оптимальных параметров действия фермента β-галак-
тозидазы R. oryzae F-1030, обеспечивающих максимальное расщепление 
арабиногалактана, проводили при температуре 60 и 65 °С (верхняя темпе-
ратурная граница работы фермента), рН 7,0±0,2, наличии постоянного пе-
ремешивания и в статичном состоянии. Было установлено, что при постоян-
ном перемешивании увеличение содержания РВ в культуральной жидкости 
вследствие расщепления арабиногалактана до простых сахаров происходило 
как при 60, так и при 65 °С. При статичном методе инкубирования лишь при 
температуре 65 °С наблюдали заметный рост РВ в среде, тогда как при 60 °С 
и отсутствии постоянного перемешивания процесс расщепления арабинога-
лактана практически не шел. Концентрация субстрата в среде также влияла 
на эффективность ферментативного гидролиза: при повышении концентра-
ции арабиногалактана в среде наблюдается замедление процесса выделения 
РВ при температуре 60 °С и отсутствии постоянного перемешивания. При 
изменении рН среды более чем на 0,2 ед. в обе стороны увеличения концен-
трации РВ практически не наблюдали, очевидно, вследствие осмотической 
денатурации молекулы фермента. 

В результате проведенных предварительных экспериментов были опре-
делены рациональные параметры инкубирования, обеспечивающие гидролиз 
арабиногалактана внеклеточной β-галактозидазой R. oryzae F-1030 в наиболь-
шей степени: температура 60 °С, т. к. температура 65 °С граничит с верхним 
температурным оптимумом фермента и может вызывать частичную тепловую 
денатурацию белковой молекулы; постоянное перемешивание; поддержание 
рН 7,0±0,2.

На рис. 1 показано влияние температуры и концентрации субстрата на 
степень гидролиза арабиногалактана β-галактозидазой R. oryzae F-1030, выра-
жающееся в увеличении концентрации РВ (простых сахаров) в среде. Анализ 
проводили при постоянном перемешивании и поддержании температуры среды 
50 или 60 °С. Температура 50 °С, являющаяся нижним температурным опти-
мумом фермента, была введена в основную серию экспериментов в качестве 
контрольного параметра активности β-галактозидазы.

Как видно из рис. 1, температура 50 °С недостаточна для сохранения 
высокой активности фермента β-галактозидазы R. oryzae F-1030, т. к. при 
данной температуре рост концентрации РВ наблюдается лишь при высокой 
концентрации арабиногалактана в среде – 6 %. При более низких концен-
трациях статистически значимых изменений в уровне РВ в среде в течение 
7 сут. инкубирования при 50 °С не наблюдали. В свою очередь, β-галактози-
даза R. oryzae F-1030 при температуре 60 °С проявляет высокую фермента-
тивную активность на всех концентрациях арабиногалактана, обусловливая 
увеличение концентрации РВ – 6-углеродных пираноз и 5-углеродных фу-
раноз, отщепляемых ферментом от галактозного остова. При этом основной 
прирост РВ отмечали в первые 3 сут. инкубирования, тогда как в последую-
щие 4 сут. увеличение концентрации РВ в среде было незначительным, что, 
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очевидно, связано с истощением доступных для расщепления β-галактози-
дазой связей в молекулах арабиногалактана, а также со взаимодействием 
фермента с продуктами реакции. 
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Рис. 1. Кинетика изменения уровня РВ в культуральной жидкости, содержащей 
β-галактозидазу R. oryzae F-1030 и арабиногалактан в различных концентрациях (%), 

при температуре процесса (°С): 1 – 2 % и 50 °С; 2 – 2 % и 60 °С; 3 – 4 % и 50 °С;  
4 – 4 % и 60 °С; 5 – 6 % и 50 °С; 6 – 6 % и 60 °С

Fig. 1. The kinetics of changes in the reducing substances content in the culture 
liquid containing β-galactosidase R. oryzae F-1030 and arabinogalactan in various 

concentrations (%), at the process temperature (°С): 1 – 2 % and 50 °C; 2 – 2 % and  
60 °C; 3 – 4 % and 50 °C; 4 – 4 % and 60 °C; 5 – 6 % and 50 °C; 6 – 6 % and 60 °C

Кроме того, было установлено, что при концентрации арабиногалактана 
в среде 6 % выход РВ на протяжении всего инкубирования β-галактозидазы 
при 60 °С был выше, чем при аналогичных условиях на среде с 4 % арабино-
галактана. Данное явление вполне закономерно, т. к. с увеличением концен-
трации субстрата при избытке фермента должен возрастать выход конечного 
продукта. Однако при концентрации арабиногалактана в питательной среде  
2 % при температуре инкубирования 60 °С выход РВ в последние 4 сут. инкуби-
рования был выше, чем при концентрации арабиногалактана 6 %, хотя в первые 
2 сут. прирост РВ на данной концентрации арабиногалактана был ниже, чем в 
аналогичных точках более высоких концентраций. Данный эффект может быть 
вызван явлением насыщения субстратом: при низкой концентрации субстрата 
скорость реакции возрастает пропорционально содержанию субстрата в среде, 
но по мере роста концентрации субстрата скорость увеличивается медленнее 
и пропорциональность нарушается вследствие насыщения активных центров 
фермента субстратом и взаимодействия с ферментом продуктов реакции. Таким 
образом, при высоких концентрациях субстрата скорость образования продукта 
пропорциональна не концентрации субстрата, а концентрации комплекса фер-
мент–субстрат [20]. 

Изменение активности фермента β-галактозидазы R. oryzae F-1030 в за-
висимости от концентрации арабиногалактана и температуры среды представ-
лено на рис. 2. Известно, что повышение температуры приводит к увеличению 
кинетической энергии, что вызывает более частое столкновение молекул фер-
мента и субстрата в единицу времени, тем самым обусловливается рост скоро-
сти реакции и происходит образование большего количества продукта [1]. 
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Рис. 2. Влияние температуры процесса и концентрации арабиногалактана  
на активность β-галактозидазы R. oryzae F-1030

Fig. 2. The effect of the process temperature and arabinogalactan concentration  
on the activity of β-galactosidase R. oryzae F-1030

Как видно из данных рис. 2, увеличение температуры реакционной сре-
ды в совокупности с увеличением концентрации субстрата приводит к росту 
активности фермента β-галактозидазы R. oryzae F-1030, выражаемой в повы-
шении количества результативных столкновений фермент–субстрат. Например, 
при концентрации арабиногалактана в среде 2 % статистически значимых раз-
личий в активности фермента β-галактозидазы в зависимости от температуры 
среды не отмечено. При увеличении концентрации арабиногалактана до 4 % 
существенный рост активности фермента наблюдали лишь при температуре  
60 °С, тогда как при температуре 50 °С активность фермента даже немного сни-
жается по сравнению с начальной. Данный эффект, очевидно, связан с описан-
ным выше явлением насыщения фермента субстратом, при котором скорость 
ферментативной реакции замедляется при повышении концентрации субстра-
та, т. к. все активные центры фермента в единицу времени связаны с субстратом 
или продуктом реакции. Метод определения активности фермента [15], исполь-
зуемый в данной работе, основан на учете количества свободных молекул фер-
мента, способных вступить в реакцию в единицу времени. Соответственно, при 
концентрации арабиногалактана в среде 4 % свободных ферментных единиц 
при температуре 50 °С меньше, чем в изначальной культуральной жидкости, 
не подвергнутой нагреванию. При увеличении температуры инкубирования до 
60 °С при данной концентрации арабиногалактана зафиксировали незначитель-
ное повышение активности фермента β-галактозидазы вследствие роста коли-
чества результативных столкновений фермент–субстрат и ускорения процесса 
освобождения активного центра фермента как итог увеличения общей кинети-
ческой энергии реакционной среды. Повышение концентрации арабиногалак-
тана в среде до 6 % приводит к практическому нивелированию отличий в ак-
тивности фермента β-галактозидазы при разных температурах инкубирования, 
что, вероятнее всего, связано с обилием доступного для расщепления субстрата 
при высокой концентрации арабиногалактана при температуре как 50, так и  
60 °С. Обилие результативных столкновений при обеих анализируемых темпе-
ратурах привело к освобождению множества ферментативных единиц вслед-
ствие активного расщепления арабиногалактана до простых сахаров.
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Заключение

Изучен потенциал использования β-галактозидазного ферментного 
комплекса R. oryzae F-1030 для биодеградации арабиногалактана. Доказана 
способность гриба метаболизировать и ассимилировать арабиногалактан в 
качестве единственного источника углерода. Подбор оптимальных условий 
инкубирования внеклеточной β-галактозидазы R. oryzae F-1030 позволил 
достичь эффективного уровня расщепления арабиногалактана, сопровожда-
емого обогащением среды простыми сахарами. Проведенное исследование 
открывает перспективы для последующей разработки биотехнологических 
процессов биодеградации арабиногалактана с получением ценных кормовых 
продуктов. 
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