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СИНТЕЗ БЕТА-ФРУКТОФУРЛНОЗИДЛЗЫ Ai. REOBASIDIUM 
PULLULANS В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ВОЗРАСТА 

ПОСЕВНОГО МАТЕРИАЛА

Е Р. АЛЕКСАНЯН. Af Н. МАЛАТЯН, Л. С. МАРКОСЯН

Исследовано влияние возраста посевного материала на синтез бета-фруктофуран- 
гиндалы, иуллулана, внеклеточного белка, а также изменение pH среды в культу 
;՝?..1Ы1он жидкости и морфологию клеток в динамике роста Aureobasitiium piilluiens.

Отмечено, что использование более свежего посевного материала (3-суточного) 
приводит к сокращению срока достижения максимального сики-.ча как бета-фрукто- 
Фуранозидазы. так и пуллулана.
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The influence of sowing mater ml age n the bcta-irurto’uranosldase synthesis, 
puflubn, extracellular protein, as well as change of medsum pH In cultural liquid and 
morphology ol cells in dynamics of Aureobasldium pullulans growth has been stu­
died. Il has been stated that by the use of a fresher sowing material (of 3 days age) 
it is possible to providt the highest yield of beia-fructoluranosiidase and pullula » 
synthesis in a shorter period of time.
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При культивировании микроорганизмов с целью получения различ­
ных биологически активных веществ весьма существенное значение 
•,'мррт возраст посевного материала [4—6]. Anreobasidium pullulans 
отличается изменчивой сложной морфологией. В процессе роста 
культуры обнаруживаются мицелиальные и дрожжи подобные клетки— 
бластоспоры, способные к почкованию [10, 14 16].

Известно, что синтез меланинового пигмента в пуллу.тана Л. pulltt֊ 
Ians зависит от условий выращивания я возраста культуры* [4. 10]. Ра­
нее нами было показано, что уровень синтеза бста-фруктофураиозида- 
зы [КФ 3.2.1.26], белка, пигмента, полисахарида в процессе роста куль­
туры может сильно варьировать в зависимости от культивирования 
[1-3]. В ланиой работе приводятся результаты изучения влияния воз­
раста посевного материала на биосинтез белка, пигмента, пуллулана, 
накопление биомассы и изменение pH в ишамике роста культуры.

Материал и методика. Дрожжеподобный гриб A. pullt/lans выращивали н среде 
следующего состава (%): К211Р04-0,5; NaCI 0.1; MgSO4.711,0—0,02; (XH4)2S(\ 
0.06; дрожжевой экстракт— 2; сахароза—10 [7] Твердая среда для посевного мате- 
упала имела аналогичный состав с юбавдением 2% агар-агара

Посевной материал выращивали на косяках в течение 3, 7 и 10 суг-ть при темпера­
туре 26°. Затем культурами указанного возраста засевали жидкую питательную 
среду (200 мл) н колбах Эрленмейера. Культивирование проводили на круговой ка- 
‘..i.'ikc (IfiO об/Мнн) в течение 7 суток при 26°. Пробы отбирали на 1,2. 3-, 4- » 7 г 
сутки. Культуральную жидкость после удаления клеток ;։ спор центрифугированием 
при 10 000 g в течение 20 мин использовали для определены н пей пуллулана, пне- 
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клеточного белка и бета-фруктофураиозндазы, а также изменения pH н динамике ра­
стя культуры. Абсолютно сухую биомассу определяли методом Чалсгта [12]

Активность бета-фруктофуранОзндазы определяли н инкубационной среде, состоя­
щей нз 0.7 мл 0.5%-ной сахарозы, 0.3 мл ферментного буфера. pH 5,7 при 50’ и течение 
15 мнн по степени гидролиза сахарозы. Редуцирующие вещества определяли методом 

•Сомоджи-Не.чьсона [13. 17]. белок пи Лоури [Л]. Удельную аминность фермеигз 
(Рул) рассчитывали по количеству образовавшихся редуцирующих веществ (по глю­
козе) на мг белка за одну минуту (мкмоль глюкозы/мг белка/мни).

Морфологические особенности культуры изучали в динамике роста с иомошыр 
фазово-контрастного микроскопа.

Результаты и обсуждение. Полученные результаты (рис. I) они- 
.детел ьству ют о том. что возраст посевного материала .1. риНи/ап.ч ока-

Рис. I Влияние возраста посевного материала и.1 
активность бета-фруктофурацозпяазы. Условные 

обозначения՜

1—3-суточный посевной материал,

2—7-суточный посевной материал.

3—10-су сочный посевной материал

/ 2 з ' 2 а 2 
фГЛч-Я СфПх.а 

«ывает существенное влияние на уровень н скорость синтеза бста-фрук- 
тофуранозидазы. Наиболее высокие показатели активности к скоро­
сти синтеза фермента отмечаются при использовании 3-суточного посев­
ною материала. Максимальная активность выявляется уже в первые 
сутки роста культуры. В дальнейшем она резко падает и с 3 по 7 сут­
ки находится почтя на одинаковом уровне. Инокуляция 7- и 10-суточным 
посевным материалом приводит к задержке достижения максимальной 
активности фермента.

Аналогично бетэ-фруктофуранозилазной активности отмечено оп­
ределенное сходство между культурами, выращенными из 7- и 10-су­
точного посевного материала, в отличие от культуры, выращенной при 
засеве 3-сутодиым материалом, а процессе синтеза биомассы, пуллу- 
лана. внеклеточного белка, а также pH. З-суточный посевной матери­
ал способствует более эффективному биосинтезу нуллулана и лучшему 
росту’ культуры, особенно заметному на 1—7-е сутки (табл.). С боль­
шей интенсивностью протекает процесс накопления внеклеточною бел­
ка в культуральной жидкости. И, наконец, в этом случае зафиксирб-
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Рис. 2. Морфологические изменения культуры риНи^аиъ в процессе ро­
ста. Фазовый контраст. Об. 90Х, гомаль 5Х. а) 3-суточная культура 
кз агзрнзоваяной среде, б) "-суточная культура ла огаризоваиной среде, 
в) 10-суточная культура на згаризовзнной среде, г) 1-суточная культу­
ра в жидкой среде, д) 2-суточнкя культура е жидкой среде, е) 7-суточ­

ная культура в жидкой среде.



Таблица. Влияние возраста посевного материала на биосинтетическую активное 1ь 
Л. ри1!и1ап!.

Возраст посевного 
материала, сутки

Время культивирования. сутки

1 2 3
1

4 7

|уллулан. иг мл

3 0.23 2 68 10.11 15.50 25.41
7 0.04 0.41 6.25 12.51 20 03

10 0.03 0.17 6.6» 12.51 20.90

белок, мт мл

3 0.33 0.30 0.46 0.88 0.90
7 0.27 0.37 0.45 0.77 и.«2

И) 0.25 0.39 0.48 0.76 0.82

биомасса (абсолютно сухая), иг мл
3 0.25 1.97 3.11 3.68 5.45
7 0.65 1.34 2.74 3.28 4.05

10 0.28 1.48 2.97 3.25 4.22

рЛ
3 7.44 6.89 6.55 5 92 5.02
7 7.51 6.99 6.91 6.83 6.42

10 7.68 7.11 6.84 6.70 6.22

нано сравнительно более сильное подкисление pH питательной среды к 
концу ферментации.

Результаты исследований показали также, что »:< зависимо от воз­
раста посевного материала постепенно усиливается пигментация. Изу­
чение морфологии клеток культур, выращенных на епзриаованной сре­
де, также выявило зависимость от возраста (рис. 2). Культура 3-су­
точного возраста (рис. 2а) представлена в оснонюм дрожжеподобны- 
мк клетками—бластоспорами н небольшим количеством мицелиальных 
форм. Цитоплазма бластоспор в условиях фазового кош раста выгля­
дит гомогенной. Обнаруживаются единичные почкующиеся бластоспо­
ры. В цитоплазме мицелия наблюдаются светопреломляющие гранулы. 
В 7-суточной культуре (рис. 2 6) присутствуют как дпожжепсдобные 
клетки, гак и мицелиальные формы. В бластоспорах обнаруживаются 
крупные вакуоли. Как дрожжеподобные клетки, так и мицелиальные 
содержат светопреломляющие гранулы различной величины.

В 10-суточной культуре (рис. 2в) соотношение количества дрож­
жеподобных и мицелиальных форм такое же. как и в 7-суточной. одна­
ко ее клетки отличаются наличием большого количества зерен запас­
ных веществ в цитоплазме.

В первые сутки после пересева 3-суточной агаровой культуры в све­
жую жидкую питательную среду она переходит в .мицелиальную стадию. 
В этот период свободных дрожжеподобных клеток впей очень мало, по 
гифы активно почкуются (рис. 2г). Однако уже ня вторые сутки .ко­
личество дрожжеподобных клеток сильно увеличивается (рис. 2 д), а ми­
целиальных форм становится значительно меньше. 3-суточная жидкая 
культура представлена в основном дрожжеподобны мн клетками и еди- 



личными мицелиальными формами. В дальнейшем (4 7-е сутки) по­
добное соотношение сохраняется. Однако сами клетки заметно мели 
тотся. В цитоплазме появляются вакуоли и зерна запасных встестн 
(рис. 2е).

При использовании 7- и 10-суточного посевного материала культу­
ра развивается аналогичным образом, но с некоторой задержкой па 
сравнению с 3-суточным посевным материалом.

Сопоставление морфологической картины развития культур с ди­
намикой бста-фруктофуранозндазной активности н синтеза пуллулнна 
показывает, что пик активности фермента (рис. I) совпадает с увеличен 
пнем количества мицелиальных форм. Па вторые сутки бета-фрукто- 
фуранозидазная активность культуры из 3-суточного посевного мате­
риала резко надает, что совпадает с уменьшением количества мицели­
альных форм и значительным увеличением трожжеиодобных. При этом 
усиливается и синтез пуллуланз (табл.). Аналогичные результаты бы­
ли описаны в работах Кэтлся [8, 9].

При использован ин 7- и 10-суточного посев։юго материала макси-• 
мум бета-фруктофуранозялаэиой -активности но сравнению с З-суточ-1 
ным сдвигается на вторые сутки, а ощутимый синтез пуллулана начи­
тается на третьи сутки-

Проведенные исследования показывают, что биосинтез бста-фрук- 
гофуранозидазы и полисахарида Л. pulhilans существенно зависит от 
физиолого-морфологического состояния культуры. Подбором возраста 
инокулята возможно регулировать скорость и уровень биосинтеза бе,- 
га-фруктофуранозидазы и полисахарида при культивировании A pub 
I и Ians.
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