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Вackground. The work is dedicated to critical analysis of literature covering the main aspects of pullulanasе enzymes. 
Оbjective. The aim is to determine promising areas of research in the field of pullulanasе enzymes. 
Methods. The analysis and synthesis of information about the use, sources, mechanism of action, pullulanase enzyme 
properties and methods of cultivation and methods of isolation and purification of enzyme, immobilization                  
techniques and methods of determining the activity of the enzyme were made. 
Results. The analysis of the literature identified the existence of a large number of laboratory developments receiving 
pullulanase enzyme and lack of industrial production, both in our country and in neighboring countries. 
Conclusions. A list of areas in which there is the successful use of pullulanase enzyme is outlined. A patent search of 
the contemporary producers of pullulanase was made, and characteristics of their cultivation were identified. The 
most common ways to obtain purified pullulanase and modern methods of immobilization have been revealed. Meth-
ods of determining the activity of pullulanase enzyme relatively pullulan substrate were established. Pullulanase                 
enzymes word producers range is specified. 
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Вступ 

На сьогодні у світі інтенсивно збільшуєть-

ся виробництво ферментів для використання їх 

у різноманітних ланках людської діяльності. Не 

є винятком і амілолітичні ферментні препара-
ти — пуллуланази. Завдяки своїй особливості — 

каталізу реакцій гідролізу пуллулану й амілопек-
тину — пуллуланази широко використовуються 

в харчовій та легкій промисловості. 

Широке коло продуцентів та можливість 

застосування ферменту в комплексі з іншими 

ферментними препаратами дають змогу вико-

ристовувати пуллуланази при отриманні замін-

ників цукру, хлібопеченні, пивоварінні та ви-

робництві синтетичних мийних засобів. 

Пуллуланази викликають великий інтерес 

у науковців у зв’язку з наявністю різноманіт-

них їх типів та, відповідно, різних продуцентів. 

Пуллуланаза І типу гідролізує α-1-6-гліколітич-

ні зв’язки в пуллулані та розгалужених поліса-

харидах з отриманням мальтотріози. Пулланаза 

ІІ типу використовується більш широко завдя-

ки своїй властивості гідролізувати α-1-4- і        

α-1-6-гліколітичні зв’язки в амілопектині, що є 

одним із головних компонентів крохмалю [1]. 

Продуцентами різних типів пуллуланаз ви-

ступає велика кількість мікроорганізмів, най-

більш поширеними є штами роду Bacillus, деякі         
з яких отримані методами генетичної інжене-

рії, що і зумовлює більший вихід цільового про-

дукту порівняно з іншими штамами. Також пер-

спективним продуцентом є культура Micrococcus 
amylofaciens, технології з її використанням на-

заразі оптимізуються для промислового засто-

сування [2]. 

На сьогодні існує велика кількість лабора-

торних розробок отримання цього ферменту, в 

той же час промислове виробництво пуллула-

нази відсутнє як у нашій країні, так і у країнах 

близького зарубіжжя. Причиною цього може 

бути відсутність стабільних високоактивних про-

мислових продуцентів з властивостями, необхід-

ними для тієї чи іншої галузі. 

Постановка задачі 

Метою роботи є аналіз і узагальнення ін-

формації щодо галузей використання, джерел 

одержання, механізму дії та властивостей фер-

менту пуллуланази, опис сучасних технологій 

отримання пуллуланаз, методів іммобілізації 

ферменту, способів визначення цільової актив-

ності та окреслення кола виробників фермент-

них препаратів пуллуланаз. 

Галузі використання пуллуланаз 

Широке застосування пуллуланаз на сьо-

годні спостерігається у двох галузях промисло-
вості — харчовій та легкій. Проте саме харчова 

промисловість є найперспективнішою галуззю 
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застосування пуллуланаз, що напряму пов’яза-

не з властивістю ферменту впливати на основні 

структурні складові крохмалю. 

Так, пуллуланази використовуються в про-

мисловому виробництві цукрового сиропу, для 

завершення гідролізу крохмалю, ініційованого 

альфа-амілазою, у виробництві мальтозного си-

ропу та кукурудзяних цукрозамінників. У хлі-

бопекарській промисловості пуллуланази віді-

грають важливу роль у ферментативних реак-

ціях, спрямованих на досягнення ефекту анти-

черствіння. Пуллуланаза може використовува-

тись як один з амілолітичних ферментів при 

переробці великих кількостей несолодженого 

зерна. 

Також цей фермент використовується для 

обробки амілопектину кукурудзяного крохма-
лю, для отримання біоплівок — матеріалу для 

пакування харчових продуктів. Використання 

пуллуланази дає змогу збільшити механічну міц-

ність біоплівок і регулювати механічні та рео-

логічні властивості матеріалу. 

Описано застосування пуллуланази також і 

у виробництві розгалужених циклодекстринів, 

таких як мальтозо- та глюкозоциклодекстрини. 

Можливим є застосування пуллуланази як 

ефективної добавки в засобах для миття посуду 
і засобах для прання [2—6]. 

Продуценти пуллуланаз 

Мікробіологічний синтез ферментів має 

низку переваг, до яких належать висока швид-

кість росту, потужний ферментний апарат і 

можливість використання методів генетичної 

інженерії для отримання високопродуктивних 

продуцентів. 

Активні продуценти пуллуланаз виявлено 

серед таких мікроорганізмів, як Bacillus acido-

pullulyticus, Klebsiella planticola, Bacillus deramifi-

cans, термофільних Bacillus sp. AN-7, Bacillus ce-

reus і Geobacillus stearothermophilus. 

У базі даних “The Comprehensive Enzyme 

Information System” [7] вказані такі можливі 

продуценти різних типів пуллуланаз: Bacillus 

cereus, Bacillus cereus FDTA, Fervidobacterium 

pennivorans, Geobacillus thermoleovorans, Klebsiella 

pneumoniae, Thermus caldophilus, Thermus aquati-

cus, Avena sativa, Bacillus cereus, Bacillus circulans, 

Laceyella sacchari, Oryza sativa, Pyrococcus woesei, 

Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus тощо. 
Сучасна патентна література описує реком-

бінантні штами Bacillus licheniformis ВКМ У-2 

184 Д, Bacillus thermoleovorans US105, Desulfuro-
coccus mucosus (apuA) та багато інших [8, 9]. 

Механізм дії пуллуланаз 

Пуллуланаза (пуллулан-α-глюканогідролаза; 
КФ 3.2.1.41) — це ендофермент, що гідролізує 

α-1,6- та α-1,4-зв’язки (залежно від типу) в пул-
лулані, амілопектині та граничних декстринах. 

Екзоферменти атакують субстрат з нередукую-

чого кінця, відщеплюючи залежно від власти-

востей фермента або моно-, або дисахариди [10]. 

Існують два можливих шляхи дії пуллула-

нази на субстрат пуллулан. При екзотипі утво-
рюється лише мальтотріоза, а при ендотипі — 

мальтотріоза та проміжні продукти (рисунок) [11]. 

Можливі моделі дії пуллуланази на пуллулан [11]:    — глю-

копураноза;     — редукуючий кінець;    — 16-зв’язок 

Ще одним субстратом для пуллуланази є 

амілопектин. При дії ферменту пуллуланази на 

амілопектин (на прикладі мікроорганізму Kleb-
siella pneumoniae) кінцевими продуктами гідролізу 
є мальтоолігосахариди та мальтоза [7]. 

Властивості пуллуланаз 

Особливим є те, що пуллуланази, отрима-

ні з різних джерел, різняться своїми властивос-

тями. Оптимальна активність ферменту лежить 
у межах діапазонів рН 4,5—7,5 і температури 

55—100 C. Більшість термофільних мікроорга-

нізмів показують високу активність у діапазоні 

температур 55—80 С, а в деяких гіпертермофіль-

них мікроорганізмів висока активність спостері-

гається при 80—115 С. Активність пуллуланази 

сильно інгібується йонами Ni2+, Co2+, Mg2+, 

Cu2+ і Zn2+ за концентрації 0,2 мМ. А йон Са2+ 

є сильним стимулятором, який підвищує ак-

тивність ферменту пуллуланази приблизно на 

179 % [3, 12]. 
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Культивування продуцентів пуллуланаз 

Для пуллуланазних ферментних препаратів 

найпоширенішим є спосіб отримання з глибин-

них культур, при цьому умови проведення біо-

синтезу залежать від фізіології продуцента. 

1. Штам Bacillus licheniformis BKM В-2184 Д. 
Посівний матеріал отримують вирощуванням 

штаму на рідкому живильному середовищі скла-
ду: крохмаль розчинний — 1 %; м’ясо-пептон-

ний бульйон і солодове сусло у співвідношен-

ні 1:1, рН середовища 7,5. Культивування про-

водять у колбах, що містять 50 мл стерильного 

середовища, на качалці при 240 об/хв, за тем-

ператури 40 С протягом 36—48 год. 

Отриманий посівний матеріал у кількості 

0,3 % до об’єму середовища вносять у качалко-

ві колби об’ємом 750 мл і продовжують куль-

тивування у середовищі такого складу, г/л:             
кукурудзяне борошно — 120; сухі кормові дріжд-

жі — 20; СаСО3 — 2,5; MgSO4 7H2О — 2,5; рН се-

редовища 7,5—7 [8]. 

2. Штам Micrococcus amylofaciens. Як посів-
ний матеріал використовується 24-годинна 

глибинна культура. Оптимальна кількість посів-
ного матеріалу — 0,9—1,1 %. Вирощування куль-

тури проводиться в качалкових колбах й у        

ферментері об’ємом 5 дм3. Накопичення мак-

симуму ферменту в культуральній рідині в ка-
чалкових колбах відбувається на 70—74-ту го-

дину росту, а у ферментрі — на 48—54-ту годину 

росту. Режим аерації — 30 дм3/дм3 середовища 

за годину. Оптимальна температура для росту та 

біосинтезу становить 50 С, рН живильного се-

редовища 7,0 [13]. 

3. Штам Bacillus сеrеus. Культивування від-
бувається протягом 48 год, при рН 7,5 та за       

оптимальної температури 37 C за наявності 

1 % розчинного пуллулану як джерела вуглецю 

і 0,5 % триптону [14]. 

Виділення й очистка пуллуланаз 

Залежно від продуцента та кількості отри-

маного ферменту способи отримання очищеної 

пуллуланази можуть дещо різнитися. Проте до 

найбільш поширених способів можна віднести 

осадження сульфатом амонію, центрифугуван-

ня, концентрування за допомогою ультрафільт-

рації з подальшим очищенням за допомогою 

діалізу, іонообмінної хроматографії та гель-фільт-

раційної хроматографії з Sephadex. 

1. Штам Micrococcus amylofaciens. Очистка 
ферменту здійснюється після діалізу методом 

хроматографії з використанням смоли DEAE 

Toyopearl 650M кооперативного механізму дії, 

що включає іонообмінну хроматографію та 

гель-фільтрацію [13]. 

2. Штам Lactococcus lactis IBB 500. Виді-

лення відбувається за допомогою фракціону-

вання сульфатом амонію та подальшого очи-

щення за допомогою діалізу й іонообмінної 

хроматографії з CM Sepharose FF з подальшою 

гель-фільтраційною хроматографією з Sephadex 

G-150 на кінцевій стадії [15]. 

3. Штам Bacillus subtilis. Перше фракцію-

вання проводять сульфатом амонію. Далі суміш 

центрифугують і супернатант фракціонують  

сульфатом амонію до кінцевої насиченості 60 %. 

Після центрифугування супернатант видаля-

ють, осад збирають і розчиняють у тому ж бу-

фері до кінцевої насиченості 20 %. Після цього 

білковий розчин наносять на колонку Toyo-

pearl 650M, попередньо врівноважену тим же 

буфером, що містить 20 % сульфату амонію. 

Білки елюють зі зменшенням градієнта концен-

трації сульфату амонію від 20 до 0 %. Фракції, 

що демонструють пуллуланазну активність,           

далі піддають діалізу проти 20 мМ Тріс-HCl 

буфера. Отриманий розчин наносять на колон-

ку, попередньо врівноважену Hiload з Q-сефа-

розою. Білки елюють лінійним градієнтом 

NaCl від 0 до 0,5 М. Активні фракції збирають 

та піддають діалізу проти того ж буфера, щоб 

видалити сіль. Знесолений білковий розчин 

наносять на колонку Mono-Q, яку попередньо 

врівноважують тим же буфером, що викорис-

товувався на попередньому етапі [16]. 

4. Штам Desulfurococcus mucosus. Культу-
ральну рідину центрифугують при 12000 обер-

тах протягом 30 хв при 4 С, а супернатант 

концентрують у 100 разів з використанням сис-

теми ультрафільтрації Amicon. Клітинний осад 

ресуспендують у 50 мМ натрій-ацетатного бу-

фера з рН 5,5 і тричі оброблюють ультразвуком 

протягом 3 хв в ультразвуковому дезінтеграторі 

Branson 450 [9]. 

Іммобілізація пуллуланаз 

У 2015 р. учені Китаю розробили простий 

метод іммобілізації пуллуланази на гібридних 

магнітних наночастинках за участю в місці син-

тезу магнітних наночастинок каррагінану. Цей 
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метод іммобілізації показав себе як стабільний, 

демонструючи, що витік ферменту під час ка-

талізу реакції ефективно знижується. Крім того, 

активність іммобілізованої пуллуланази була 

значно вищою, ніж у вільної пуллуланази в      

діапазоні низьких значеннь рН (рН  3,0) і за 

температури вище 60 C. Також іммобілізова-

ний фермент зберігає 45 % вихідної активності 

після 5 год використання при 60 С, порівняно 

з 21 % неіммобілізованого ферменту [17]. 

З 2001 р. відомий метод іммобілізації пул-

луланази на двох різних полімерах: агарозі, ак-

тивованій епіхлоргідрином і трихлортриазином, 

та казеїні, активованому епіхлоргідрином. По-

казано, що фермент, іммобілізований на агаро-

зі, яка активована епіхлоргідрином та трихлор-

триазином, має погану міцність і відносну ак-

тивність, що різко знижується через витік після 

повторної промивки, в той час як ферменти, 

іммобілізовані за допомогою казеїну, активова-

ного епіхлоргідрином, мали незначне зниження 

відносної активності (близько 20 %) після того, 

як використовувалися більше 10 разів [18]. 

Методики визначення активності пуллуланази 

Активність пуллуланази може бути визна-

чена відносно субстрату пуллулану. Одна нова 

пуллуланазна одиниця Novo (NPUN) є одини-

цею активності ендопуллуланази і вимірюється 

відносно стандарту від Novozymes A/S Promo-

zyme D. Стандартними умовами є час реакції 

30 хв; температура 40 С; рН 4,5; 0,7 % пуллу-

лану як субстрату. Кількість червоного продук-

ту розкладання субстрату вимірюється спектро-

фотометрично при довжині хвилі 510 нм і про-

порційна активності ендопуллуланази в зразку. 

У стандартних умовах одна NPUN при-

близно дорівнює кількості ферменту, який             

вивільняє вуглевод з відновлювальною здатніс-

тю, еквівалентною 2,86 мкМ глюкози на хви-

лину [19]. 

Також пуллуланазна активність може бути 

виміряна в 0,1 М ацетатному буфері з рН 5,4 

відповідно до методики Бернфельда з незнач-

ною модифікацією з використанням як суб-

страту пуллулану. Суміш 500 мкл 1 %-ного пул-

лулану і 450 мкл 0,2 М ацетатного буфера з             

рН 5,4 врівноважують. Потім додають 50 мкл 
розчину ферменту і суміш інкубують ще протя-

гом 4 хв. Реакцію зупиняють додаванням 1 мл 

3,5-динітросаліцилової кислоти, суміш нагріва-

ють протягом ще 5 хв на киплячій водяній бані. 

Потім суміш поміщають у холодну баню. По-

глинання вимірюють за довжини хвилі 540 нм. 

Одна одиниця активності пуллуланази ви-

значається як кількість ферменту, необхідна 

для вивільнення редукуючого цукру, що екві-

валентний 1 мкМ мальтотріози на хвилину [16]. 

Пуллуланазну активність також можна ви-

значити вимірюванням кількості редукуючих 

цукрів, вивільнених у ході дії ферменту на суб-

страт пуллулан. Пуллуланазну активність вимі-

рюють у реакційній суміші, що складається           

з 0,46 мл 1 %-ного пуллулану в 0,05 М фос-

фатному буфері (рН 7) і відповідної концент- 

рації неочищеного позаклітинного ферменту 

(0,04 мл), яку інкубують при 40 С протягом  

10 хв. Після інкубації реакцію зупиняють охо-

лодженням безпосередньо на бані з льодом. 

Одиниця активності ферменту пуллуланази ви-

значається як його кількість, що необхідна для 

каталізу вивільненого відновлюючого цукру, 

еквівалентного 1 мкМ D-глюкози за хвилину в 

умовах аналізу [14]. 

Виробники пуллуланазних препаратів 

На сьогодні пуллуланаза випускається ком-

паніями “Novozymes”, Данія (ферментні пре-

парати “Promozyme 400L” і “Promozyme D2”) 

та “Genencor International”, США (препарат 

“Optimax L-1000”) [1, 20]. 

Висновки 

Ферментний препарат пуллуланаза набув 

широкого використання в багатьох галузях 

харчової промисловості, а також при вироб-

ництві мийних засобів. На сьогодні перспек-

тивним є використання пуллуланази в комп-

лексі з іншими ферментами. 

Продуцентами різних типів пуллуланаз 
виступає велика кількість мікроорганізмів — 

Bacillus licheniformis, Micrococcus amylofaciens, 
Klebsiella planticola тощо. Найчастіше викори-

стовуються штами роду Bacillus, отримані ме-
тодами генетичної інженерії, що зумовлює 

більший вихід цільового продукту порівняно з 

іншими штамами. Також перспективним про-

дуцентом є культура Micrococcus amylofaciens, 
технології з її використанням наразі оптимізу-

ються для промислового використання. 

Фермент пуллуланаза здатний діяти на  

пуллулан, глікоген і амілопектин та гідролізу-

вати в них α-1,6-зв’язки. Дія ферменту на суб-
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страти відбувається за механізмом гідролізу з 

утворенням мальтози або мальтотріози. 

Оптимальна активність пуллуланази, залеж-

но від джерел отримання, спостерігається в діа-

пазоні рН 4,5—7,5, за температури 55—100 C. 

На активність пуллуланази впливають йони 

Ni2+, Co2+, Mg2+, Cu2+, Zn2+ та Са2+. 

Єдиним можливим способом культиву-

вання продуцентів пуллуланази є глибинний 

спосіб культивування в качалкових колбах або 

ферментері за температури 37—50 C та рН 7,0—

7,8 залежно від продуцента. 

Найбільш поширеними способами отриман-

ня очищеної пуллуланази є осадження сульфатом 

амонію, центрифугування, концентрування за 

допомогою ультрафільтрації з подальшим очи-

щенням за допомогою діалізу, іонообмінної хро-

матографії та гель-фільтраційної хроматографії. 

Для іммобілізації ферменту пуллуланази 

перспективними є способи з використанням 

магнітних наночастинок каррагінану або казеї-

ну, активованого епіхлоргідрином. 

Активність ферменту пуллуланази може 

бути встановлена кількома методами, що ґрун-

туються на визначенні кількості ферменту, яка 

необхідна для вивільнення відповідного реду-

куючого цукру. Вимірювання активності за 

цими методами відбувається відносно субстрату 

пуллулану. 

Нині у світі виробниками ферментних 

препаратів пуллуланази є “Novozymes”, Данія, 

та “Genencor International”, США. 

Проведений огляд дає можливість у подаль-

шому виділити основні можливі напрями роз-

робки технології ферментного препарату пул-

луланази в умовах лабораторії та виробництва. 
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М.В. Молочко, Н.В. Дехтяренко 

ФЕРМЕНТ ПУЛЛУЛАНАЗА: АНАЛІЗ РІЗНИХ ТИПІВ ПУЛЛУЛАНАЗ, ЇХ ПРОДУЦЕНТІВ, ГАЛУЗЕЙ ВИКОРИСТАННЯ 

Проблематика. Роботу присвячено критичному аналізу літератури, що охоплює головні аспекти створення ферментних 
препаратів пуллуланази. 

Мета дослідження. Метою роботи є визначення перспективних напрямів досліджень у галузі створення пуллуланазних 
ферментних препаратів. 

Методика реалізації. Проведено аналіз і узагальнення інформації щодо галузей використання, джерел одержання, меха-
нізму дії, властивостей ферменту пуллуланази, а також способів культивування та методів виділення й очистки ферментного 
препарату, методів іммобілізації та способів визначення активності ферменту. 

Результати дослідження. В результаті аналізу літературних джерел визначено існування великої кількісті лабораторних 
розробок отримання ферменту пуллуланази і встановлено, що його промислове виробництво як у нашій країні, так і у країнах 
близького зарубіжжя відсутнє. 

Висновки. Окреслено перелік галузей, у яких спостерігається успішне використання пуллуланази. Проведено патентний 
пошук сучасних продуцентів пуллуланаз та визначено особливості їх культивування. Встановлено найпоширеніші способи 
отримання очищеної пуллуланази та сучасні методи її іммобілізації, а також способи визначення активності пуллуланази відносно 
субстрату пуллулану. Зазначено коло світових виробників пуллуланазних ферментних препаратів. 

Ключові слова: пуллуланаза; фермент; промисловість; механізм дії; продуцент; властивість; активність; очистка; вироб-
ники; штам. 

М.В. Молочко, Н.В. Дехтяренко 

ФЕРМЕНТ ПУЛЛУЛАНАЗА: АНАЛИЗ РАЗЛИЧНЫХ ТИПОВ ПУЛЛУЛАНАЗ, ИХ ПРОДУЦЕНТОВ, ОТРАСЛЕЙ ИСПОЛЬ-

ЗОВАНИЯ 

Проблематика. Работа посвящена критическому анализу литературы, охватывающей основные аспекты создания фер-
ментных препаратов пуллуланазы. 

Цель исследования. Целью работы является определение перспективных направлений исследований в области созда-
ния пуллуланазных ферментных препаратов. 

Методика реализации. Проведены анализ и обобщение информации об отраслях использования, источниках полу-
чения, механизме действия, свойствах фермента пуллуланаза, а также о способах культивирования и методах выделения и 
очистки ферментного препарата, методах иммобилизации и способах определения активности фермента. 

Результаты исследования. В результате анализа литературных источников определено существование большого ко-
личества лабораторных разработок получения фермента пуллуланаза и установлено, что его промышленное производство как 
в нашей стране, так и в странах ближнего зарубежья отсутствует. 

Выводы. Определен перечень отраслей, в которых наблюдается успешное использование пуллуланазы. Проведен па-
тентный поиск современных продуцентов пуллуланазы и определены особенности их культивирования. Установлены распро-
страненные способы получения очищенной пуллуланазы и современные методы ее иммобилизации, а также способы опреде-
ления активности пуллуланазы относительно субстрата пуллулан. Указан круг мировых производителей пуллуланазных фер-
ментных препаратов. 

Ключевые слова: пуллуланаза; фермент; промышленность; механизм действия; продуцент; свойство; активность; очи-
стка; производители; штамм. 
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