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Биосинтез липазы Rh. oryzae 1403 индуцируется триацилглицерола- 
ми, жирными кислотами и их производными -  твинами. Самый высокий 
эффект дали оливковое масло, твин 80 и олеиновая кислота. Этот проду­
цент способен синтезировать два липолитических фермента. Молекуляр­
ная масса была одинаковой у  двух изоферментов и равнялась 44±2 кДа. 
Между изоформами наблюдалось большое соответствие в аминокислотном 
составе.
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В веден и е

Синтез липолитических ферментов микроорганизмами, за некоторыми исключениями [1], 
является индуцибельным. Для каждого продуцента необходим выбор индуктора [2-5]. Эффектив­
ность индукции, кроме того, зависит от состава питательной среды [6]. По данным многих исследо­
вателей биосинтез липазы стимулируют жиры, масла, жирные кислоты и их полиоксиэтиленовые 
эфиры на основе сорбита -  твины [1, 7-11]. Есть данные по добавлению твинов в среды как отдель­
ного компонента, так и вместе с маслами (в качестве поверхностно-активных веществ). В первом 
случае увеличение активности составляет от 2.5 до 6 раз [12, 13]; во втором -  на 25% [14].

Для некоторых продуцентов липаз установлено наличие нескольких изоформ этого 
фермента [15-18]. Они отличаются структурой, молекулярной массой, каталитическими свой­
ствами, стабильностью. Количество работ, посвященных связи между условиями культивиро­
вания штаммов-продуцентов липаз и профилем изоферментов, ограничено. Однако это имеет 
очень большое значение для надежности оценки свойств неочищенных препаратов одного и 
того же продуцента, так как они могут содержать различное соотношение изоформ.

О б ъ екты  и  м етоды  и ссл едован и я

Продуцент получен из Всероссийской коллекции микроорганизмов. Набор калибро­
вочных белков «Amercham» (США), твины Sigma Chemical Co (Сш А), реагенты для электрофо­
реза «Sigma» (США); масла: оливковое «Aceites Borges Pont» (Испания), подсолнечное и хлоп­
ковое «ЭФКО», льняное «Эколен», горчичное «Родос ТД», касторовое «Тульская фармацевти­
ческая фабрика» (Россия); другие реагенты отечественного производства марки х.ч.

Выращивание продуцента проводили глубинным способом на лабораторной качалке 
(скорость вращения 1.7-1.8 с-1) в колбах Эрленмейера объемом 500 см3, содержащих 100 см3 пи­
тательной среды; 72 ч при температуре 30°С и рН  7.0.

Для выявления множественности форм липазы препараты, полученные из фильтрата 
культуральной жидкости осаждением ацетоном в соотношении 1 : 2.5 об./об., подвергали элек­
трофорезу в ПААГ в градиенте концентраций геля 5-20%. Полосы с липазной активностью об­
наруживали по цветной реакции [19].

Определение молекулярной массы липаз проводили методами гель-фильтрации на ко­
лонке с Sephadex G-100 Superfinе (Pharmacia, Щвеция) [20] и электрофореза в полиакриламид­
ном геле в присутствии SDS [19].

Аминокислотный состав липаз определяли на автоматическом аминокислотном анали­
заторе ААА-339Т МИКРОТЕХНА (Чехословакия).

Гидролитическую активность липазы определяли модифицированным методом 
Yamada и Machida [21]. Субстрат -  оливковое масло. За единицу активности липазы принимали 
такое количество фермента, которое освобождает 1 ^моль жирной кислоты за 1 мин.

Р езул ьтаты  и  и х  обсуж ден и е

Индуцированность биосинтеза липазы Rh. oryzae 1403 исследовалась в присутствии 
твинов (они были взяты в качестве источников жирных кислот, которые являются твердыми 
при температуре 30°С); растительных масел, жирных кислот. Исследования проводились на
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среде с пептоном (3%) и солями (%): (NH^HPO^ -  0.5; MgSOA -  0.05; FeSOA -  0.01; KH2PO4 -  
0.1. Из представленных результатов видно (табл. 1 и рис. 1), что биосинтез липазы Rh. oryzae 
1403 индуцируется как субстратами -  триацилглицеролами, так и продуктами их гидролиза -  
жирными кислотами и их производными -  твинами.

Активность увеличивалась в 
2.3-4.0 раза. Самый высокий эффект 
дали оливковое масло, твин 80 и 
олеиновая кислота. По всей вероятно­
сти, химическая структура жирной 
кислоты имеет значение: по мере воз­
растания длины углеводородной цепи 
от 12 : 0 (Твин 20) до 18:0 (Твин 80) 
индукция усиливалась. Полиненасы- 
щенные жирные кислоты и оксикис- 
лоты на этом фоне выделялись мень­
шим положительным влиянием: 
льняное масло давало увеличение ак­

тивности по сравнению с пептонно- 
солевой средой в 2.7 раза, а касторовое -  
в 1.4 раза. На среде с соевой мукой на­
блюдалось даже уменьшение активно­
сти в присутствии касторового масла. 
Глицерин на биосинтез липазы стиму­
лирующего действия не оказывал.

На биосинтез липаз микроорга­
низмами могут оказывать влияние по­
верхностно-активные вещества. Однако 
эти сведения весьма противоречивы 
[3, 4, 12, 22]. Даже у одного и того же 
продуцента -  Acinetobacter calcoaceticus 
ПАВ из одной -  полиэтоксилатной -  
группы вызывали повышение активно­
сти до 15 раз или полное подавление 
роста. Имеет значение концентрация: в 
присутствии твина 80 при 0.008% ак­
тивность увеличивалась в 2.5 раза, а 
при 1% снижалась более чем на 50% 

[13]. При культивировании Pseudomonas sp., штамма 109 добавление соевого масла или неион­
ного детергента (Noigen HC) приводило к увеличению содержания внеклеточной липазы 
в 56 раз [23].

ПАВ в составе питательной среды при культивировании продуцентов липаз могут ока­
зывать разностороннее действие: и непосредственно на клетки, и на доступность нераствори­
мого в воде липидного индуктора для микроорганизма, и на процесс выделения фермента из 
клеток, и, возможно, на сам фермент.

Нами было исследовано влияние различных ПАВ на биосинтез липазы Rh. oryzae 1403 
на фоне среды (%): соевый жмых -  2; кукурузный экстракт -  1.0; (N H ^ H fO  -  0.5 и подсол­
нечное масло -  0.5. Результаты, представленные в табл. 2, показывают, что ПВС и фосфатид- 
ный концентрат оказывали слабое влияние на биосинтез липазы грибом. Отрицательное дей­
ствие проявлял бридж. Тритоны сильно отличались по эффекту. При добавлении тритона Х- 
100 удалось повысить активность фермента в 1.35 раза.

Исследования состава липолитического комплекса Rh. oryzae 1403 при культивирова­
нии на средах с добавлением различных индукторов и без них показали, что на пептонно- 
солевой среде и с твином 20 образовывалась одна форма липазы. При введении в питательную 
среду оливкового масла, олеиновой кислоты и других твинов синтезировалась еще одна форма 
липазы (рис. 2).

Для Candida rugosa А.Т.С.С. 14830 также показано, что профиль изоформ сильно зави­
сит от состава среды. На питательной среде без липидов была обнаружена одна форма липазы, 
при добавлении твина 20 выявилась еще одна форма фермента, а в присутствии твина 80 
идентифицирована совершенно иная липаза [16].

Таблица 1 
В л и я н и е  ж и р н ы х  к и с л о т  и  т в и н о в  

н а  б и о с и н т е з  л и п а з ы  R h . o r y z a e  14 0 3

Компонент
Массовая 

доля, %
ЛА,

ед./см3
ЛА, %

Среда без индуктора - 1 2 .0 1 0 0
Олеиновая кислота 0 .5 41.8 3 5 0
Линолевая кислота 0.5 27.8 230
Твин 2 0 1 .0 3 3 .6 280
Твин 40 1.0 4 3 .7 3 6 0
Твин 60 1.0 3 9 .3 3 3 0
Твин 80 1.0 4 7 .4 3 9 5

Рис. 1. Липазная активность при культивировании 
Rhizopus oryzae 1403 на пептонно-солевой среде (1) 
и с добавлением масел (0.5%): оливкового (2); гор­

чичного (3); подсолнечного (4); хлопкового (5); льняно­
го (6); касторового (7)
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Таблица 2
В л и я н и е  П А В  н а  б и о с и н т е з  л и п а з ы  

г р и б о м  R h . o r y z a e  14 0 3

Разносторонние исследова­
ния образования множественности 
изоформ липазы проведены для 
Candida rugosa. Сначала у этого про­
дуцента было описано два, а позже -  
семь генов, кодирующих липазы и 
эстеразы (пять из них - липазы). Они 
в настоящее время полностью оха­
рактеризованы [18]. Geotrichum can- 
didum F0401B образует внеклеточ­
ные липазы А и С, которые предпоч­
тительно расщепляют связи по по­
ложениям sn-1.3- и sn-2-
триацилглицерола соответственно 
[24]. Множественность изоформ ли­
паз может быть обусловлена изме­
нениями в экспрессии генов, раз­

личным количеством ковалентно связанных углеводов, частичным протеолизом и другими 
трансляционными модификациями. Отмечается, что гетерогенность изоформ липаз, обнару­

женных у грибов и дрожжей, может быть частично связана с ге- 
терогликозилированием и нековалентными ассоциациями гли- 
козидных примесей с липазным компонентом [25, 26]. Липазы 
Rhizopus oryzae 1403 были получены в гомогенном виде с помо­
щью последовательных стадий гель-фильтрации на Sephadex G- 
150 и ионообменной хроматографии на ДЭАЭЦ ДЕ-52. Гомоген­
ность ферментов подтверждена повторной гель-фильтрацией и 
электрофорезом. Удельная активность составила для Липазы I 
3600 и Липазы II 2150 ед./мг белка.

Наименование
ПАВ

Массовая 
доля ПАВ, %

ЛА, ед./см3 ЛА, %

Среда без ПАВ - 6 6 .8 1 0 0
ПВС 0 .1 7 0 .5 105
Фосфатидный
концентрат 0 .1 6 9 .7 104

Тритон Х-100 0.1 76.8 115
0.01 90.2 135

Тритон Х-405 0.1 5 9 .3 8 9
0.01 6 3 .5 9 5

Бридж 35 0.1 16.7 2 5
0.01 2 3 .4 3 5

Бридж 58 0.1 1 3 .0 20
0.01 20.1 3 0

1 3 4  5  6 7

я®*Btjf'-
Рис. 2. Выявление липазы после электрофореза фильтрата 

культуральной жидкости при выращивании Rh. oryzae 1403 
на различных средах: 1 -  пептонно-солевая; 2 -  с соевым 

жмыхом без тритона; 3 -  то же, с тритоном Х-305; 4 -  пептон- 
но-солевая с твином 80; 5 -  то же с твином 60; 6 -  то же с тви- 

ном 40; 7 -  то же с твином 20

Rf

Рис. 3. Определение молекулярной массы липаз: а) -  электро­
форез: 1 -  маркерные белки; 2 -  Липаза I; 3 -  Липаза II; 

б) -  калибровочный график: 1 -  лизоцим; 2 -  соевый ингиби­
тор трипсина; 3 -  карбоангидраза; 4 -  овальбумин; 5 -  сыворо­

точный альбумин; 6 -  целлюлаза
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М о л ек у л я р н а я  м а сса  Л и п а з  I и  II, о п р ед ел ен н а я  ге л ь -ф и л ь тр а ц и ей  н а S ep h a d ex  G -150 , н а х о д и ­
л а сь  в  п р ед ел а х  4 0 -4 5  к Д а. И ссл е д о в а н и я  м о л ек у л я р н о й  м а ссы  м е то д о м  эл ек т р о ф о р е за  в  п р и ­
сут ст в и и  SD S п о к аза л и , ч т о  о н а  п р ак ти ч е ск и  б ы л а  о д и н а к о в о й  у  д в у х  и зо ф е р м ен т о в  и  р а в н я ­
л а сь  4 4 ± 2  к Д а (ри с. 3).

А м и н о к и сл о т н ы й  со ста в  Л и п а зы  I и  Л и п а зы  II п р ед ст а в л ен  в  та б л и ц е  3.
Т б  3 В о б о и х  и зо ф е р м ен т а х  со д ер ж а -

А м и н о к и с л о т н ы й  с о с т а в  (% ) н и е н еп° л я р н ы х  ам и н о к и сл о т  (3 5 ,77  и
л и п а з  R h iz o p u s  o r y z a e  14 0 3  3 5 ,5 0 %) б ы л о  н е в ы с о к и м . П о д о б н ы е д ан

н ы е со о б щ е н ы  д л я  л и п а з ы  Rh. delemar и 
Humicola lanuginosa [27], Mucor hiemalis 
[28], Candida parapsilosis [29 ]. Г и д р о ­
ф о б н ы х  а м и н о к и сл о т в  и зо ф е р м ен т а х  
б ы л о  б о л ьш е в  1 .3 4 -1 .4  р а за, ч е м  п о л я р ­
н ы х  зар я ж е н н ы х. У  л и п а з  Rh. 
microsporus к о л и ч еств о  н е п о л я р н ы х  о с ­
та тк о в  б ы л о  б о л ьш е п о л я р н ы х  в  1 .3 - 1 .6  
р а за  [30, 31]; д л я  п а н к р еа ти ч еск и х  л и п аз 
св и н ьи  и  к р ы сы  о н о  п р а к т и ч е ск и  о д и н а ­
к о в о  [32].

М е ж д у  и зо ф о р м ам и  н а б л ю д а л о сь  
б о л ьш о е со о тв е тств и е  в  а м и н о к и сл о тн о м  
со ста ве  за  и с к л ю ч ен и е м  A sx , P ro, G k ,  A rg , 
S er  и  V a l. П о д о б и е со ста ва  а м и н о к и сл о т 
н а б л ю д а ет ся  и н о гд а  н е т о л ь к о  м еж д у  
и зо ф е р м ен там и , н о  и  в и д а м и , п р и н а д л е ­
ж а щ и м и  к  о д н о м у  р о д у  гр и б о в. В ы со к о е 
схо д ств о  (о к о л о  5 0  % ) у  л и п а з  Rh. oryzae 
1403 н а б л ю д а ет ся  с л и п а з о й  Rhizomucor 
miehei [33].

З акл ю ч ен и е

Т а к и м  об р а зо м , д о к а за н о , ч т о  б и о си н тез  л и п а з  м и к р о м и ц ет о м  Rh. oryzae 1403 н о си т 
и н д у ц и б ел ь н ы й  х а р ак тер . С б о л ь ш о й  д о ст о в е р н о с ть ю  м о ж н о  у тв ер ж д а ть , ч т о  э то т  п р о д у ц ен т  
сп о со б ен  си н те зи р о в а ть  д в а  л и п о л и т и ч е ск и х  ф ер м ен та. П о в сей  ви д и м о сти , в  д а н н о м  сл уч а е 
п р о и схо д и т  к о н тр о л ь  н а  у р о в н е  э к сп р е сси и  ге н о в  л и п а зы .
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INDUCTION OF BIOSYNTHESIS LIPASES RHIZOPUS ORYZAE 1403
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Biosynthesis lipases Rh. oryzae 1403 induced triglycerides, greasy ac­
ids and their by derivative - twins. The activity was increased 
in 2,3-4,0 times. The highest effect have given olive oil, twin 80 and olein 
acid. The not polysated greasy acids and oxiacids on this background were 
allocated with smaller positive influence: the linen oil gave increase of activ­
ity in comparison with pepton-salt environment in 2,7 times, and castor oil 
-  in 1,4 times. Superficial-active substances strongly differed on effect. This 
продуцент is capable to synthesize two lipases. Molecular weight was iden­
tical at two izoenzymes and was equaled 44 кДа. Between izoenzymes the 
large conformity in aminoacid structure behind exception Asx, Pro, G k, 
Arg, Ser и Val.
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