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РАСПРОСТРАНЕНИЕ ИНУЛИНАЗ У МИКРОСКОПИЧЕСКИХ 
ГРИБОВ

Л.А.ПИВАЗЯН. С.А.ДАВТЯН, Н.С.ХАЧАТУРЯН. Р.Н.ХАЧАТУРЯН, А.М.БАЛАЯН

Институт микробиологии НАН Армении. 378510. г Або:

Из инфицированных клубней топинамбура выделена И 
идентифицирована 21 культура грибов. 13 из которых обладали инулиназной 
активностью. Изучено усвоение различных источников углеродного литания 
Установлено, что большинство из них хорошо усваивают инулин. Отобраны 3 
активных продуцента инулиназ и определены оптимальные значения их 
ферментативной активности. У этих штаммов максимальная инулиназная 
активность проявляется при 50о. Оптимум pH у штаммов Т-6 и Т-1 равен 5 у 
Т-18 -7.0.

Գետնախնձորի վարակված սրսրսրճևրից մեկուսացված և իցեՕսւիֆիկացված են 
սնկերի 21 կուրոուրւսնհր, որոնցից 13-ը օժտված են ինայինսպային ա1րւփէխ։րյ։ա1 
Որոշված Լ, որ նրանց մեծ մասը րսվ յուրացնում են ինտփնը և ֆրուկտոցր: Ընարփ; 
են ինոզինսպների 3 ակտիվ արտադրիչներ ե որււշված են նրանց ֆերմենաւսյ 
ակտիվության օպտիմալ նշաճւսկոտյտններր:

3 շսոսմն՜երի մոտ մաքսիմալ ինուլինւարսյին ակտիվությանը դրսևորվում է 
5(Խ-ում:թ11-ի օսյտիմամը T-6 եվ T-1 շաամների մոտ հավասար Լ 5-ի,իսկ T-18’ 7-ի:

The 21 cultures of fungi were isolated and identified from the infected tubers of 
topinambur, among which 13 cultures have possessed the. inulinase activity. The 
assimilation of inulin and fructose by the most cultures studied was revealed. Тисс 
active inulinase-producers were selected and the optimal values of enzymatic activity 
were determined.
The maximal inulinase of these strains was appeared at 5Րօ. The optimal pH for slrai 
T֊6 and T-1 is 5. for T-18 is 7.

Грибы микроскопические - инулиназа • инулин - топинамбур.

Инулиназы, или илулингидролазы - ферменты, специфиче 

гидролизующие бета -1,2-связи инулина (3). Культуры-продуце 

выделяются ь основном из почв или скринингом среди коллекцией 

культур (5.7].
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Целью настоящего иг.следо&ания было зыдзление и изучение 

микроскопических грибоа-продуцентов инулиназ иг инфкциросан-кых 

к.,убней топинамбура.՜

Материал и /лчсджа Объектами исследований явились ку. чгуры 
I грибов, выделенных из инфицированных клубней топинамбура сорта 
■^Интерес-?" урожая весны 1993г. из Аштаракокого района. Выделение грибов 

проводили методом накопительных культур. Части клубней помещали s 
копбы Эрленмейера с SO мл боды и инкубировали на качалке 2 ч при 28о

I После 24-часреой выдержки а комнатных условиях делали высев на чашки 
J} П8гр/. со средой Чапека следующего состава (г/л): МаГчОз -2.0: КН2.РО4 -1.0:

KCI- 0.5;MgSO{ х 7НзО - 0.5; FeSO< -следы; сахароза - 30.0; агар-агар • 20.0;
pH до стерилизации 6.0-S.5: стерилизация 15 мин при 1,0 атм Выделенные и 
Очищенные культуры хранили на авизованной среде того же состава.

Инулиназную активность определяли в реакционной смеси. 
|содержащей 1 мл культуральной жидкости (кж) и 1 мл 2,5 % -лого раствора 
г инулина в 0.1 М аце-тнтном буфере с pH 4,7 при 50° За единицу активности 
шпрИЙмгли количество фермента, образующее 1 мкмоль фруктозы за I мин 

в услоким-» опыта
Количество редуцирующих сахаров определяли методом Сомоджи- 

ШНель-сенд И}. Идентификацию грибов проводили на основании комплекса 
• ^льтурапь-ных и морфофизиологических признаков по известным 

определит елям |1.2,3].

J Результаты обсужцени?. Из клубней топинамбура выделен 

■ 21 штамм грибов Г рибы отнесены к видам Aspergillus niget. А. 

Jfuwgs.i;:. A. lerreus, A. flavus, Peni&llium palltans, P. cycleplum. Fusarium 
Koterospoivm. F. gfcbosum, Chaetomium walletii, F. javanicum. Mucor 

\.-racemo$usrRhizopus c.yzae. Macerates sp. Большинство изученных 

виде?. и родов описано ранее как продуценты инулиназ (9]. Однако в 

описаниях продуцентов не встречались такие как Р. palitans, Р 

eyefopium, A. terreus, F. heterosporum, Miicorates sp

Полученные результаты показали, что культуры грибов в 
Lкачеств& источников углерода в гой или иной степени используют все 

Г классы углеводов. По интенсивности использования сахаров на 

первом месте стоят глюкоза и фруктоза. Большинство куг.ьтур хорошо 
J растут на՜ раффинозе и мелезитезе. На усваиваются многими 

культурами сорбоза, рамноза, лактоза, дульцит, маннит. Салицин 

Й^юльзуется только культурой Aspergillus niger шт. Т-5. Этот штамм 

использует также винную,молочную, фумаровую кислоты Инулин 

К усвэивагтся большинством выделенных культур

Внеклеточную инулиназную активность культур изучали в 

динамика в течение 12 суток роста на жидкой среде Чапека. В 

■ качестве источника сахара были использованы по 0.5% сахарозы и 

инулина. Результаты исследований, представленные а табл. 1, 

^показывают, что на среде с сахарозой у большинства штаммов
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инулиназная активность • или о .ень слабая или не прснвлнетсЯЯ 

Многими исследователями показано неоднозначное влияние
источников углерода на проявление инулиназной-актлБности. Так, дпя| 

Kluyveromyces fra&lis (marxianus) наиболее низкий урой® I
продуцирования инулиназы получен на сахарозе.по сравнении о! 

инулином, сорбитом, раффинозой, фруктозой [8] Ровенхорст с соазт; I 

[7J для К. marxianus C8S 6556 ползали что на среде с фруктозрй.1 

которая является первейшим индуктором инулиназы [6], культура! 

образует вдвое меньше инулиназы чем на среде с сахарозой.

Таблица 1. Динамика проявлении инулиназнои активном

хульгур^нкубацпл на среде Чалёка, 280, культивирование на качалке).

Инулиназная активность,едйлп кж спустя .сутки) 1

Сиды и штаммы с 0.5% инулина֊ с 0.5% оахарбш1֊]

3 5 7 10 3 5 7 10

Penicilhum palftans Т-1 1.0 1.8 1.2 1.0
о о.оз о ]

P.cyriopkim Т-18 0.8 1.2 0,9 0.9 0 0 о о
Pehicfflium sp. Т-18-1 0 0.3 0,5 0 0 0 0 0 1
ЛЗРь'.-пД'иЗ tfaVUS. Т-411) 0 0.04 0.03 0 0 0 0 0'
A fawns Т-7 0.01 0.04 0,3 0 0.М 0,04 0.04 0.02
A. terreus Т-20 0.12 0.6 0,6 0.08 о о о о 1

A. niger Т-6 0.2 0.9 1.15 1.12 0 0 0.02 О.У.
Fusarium heterosporum
Т-10 O.CU 0.04 0.04 0.23 0.09 0.01 0.01 л

. Fusarium sp Т-16 0.2 0,33 0.26 0,15 0 000
Миcoralies sp Т-11 0 0.23 0.18 0 0 000

Следует отметить, что характер роста, спорообразование, 

накопление биомассы на обеих средах у большинства изученных нами 

культур идентичны Различие в проявлении инулиназной активности на 
средах с инулином и сахарозой носит скорее штаммодЯ 

характер.чем видовой. Так. у Р. Ь&егозрсгит Т-10 ссаз-нимые: 

показатели инулиназной активности на обеих средах, а Ризалит зр. Т- 

16 при сравнимой с предыдущим штаммом активнос-ти на среде с 

инулином на среде с сахарозой таковую не проявляет. Таковы жв 

результаты в вариантах с АЯауиз Т-4(1) и А. Амиз Т-7.

Из 21 бы деленной из топинамбура культуры грибов 13 обла

дали инулиназной активностью, что говорит о целесообразности։ 

отбора продуцентов из инфицированных клубней топинамбура, .
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инулиназная активность • или о .ень слабая или не пройнляетсД 

Многими исследователями показано неоднозначное з.лияние
источников углерода на проявление инулиназной активности. Так для! 

Ktuyveromyces fra^ilis (marxianus) наиболее низкий урсэзкм

продуцирования инулиназы получен на сахврозе.по сравнению с ։ 

инулином, сорбитом, раффинозой, фруктозой [8] Рсвенхорет'с саазт. 
(7| для К. marxianvs CBS 6556 показали что на среде с фруктозой. J 

которая является первейшим индуктором инулиназы [6]. кулотура 3 

образует вдвое меньше инулиназы чем на среде с сахарозой.

Таблица 1. Динамика проявления инулиназной 1IKIUBHOCTV

хультур(инкубация на среде Чапека, 28<?, культивирование на качал-

Инулиназная активность.едгмп кж спустя .’оутки!

Сиды и штаммы с 0. и% инулина- с 0.5% caxsipc

3 5 7 10 3 5 / 10

PenlcjlHum palltans Т-1 1,0 1.8 1.2 1.0 0 0 0.05 0
Р oyclopi'jm Т-18 0.8 1.2 0.9 0.9 0 0 0 0
Ре п/cMum зр. Т-13-1 0 0.3 0,5 0 0 0 и 0
Aspergillus (faves Т-41') 0 0.04 0.08 0 0 0 0 0
A fawus Т-7 0.01 0.04 0,3 0 0,04 0,04 0.04 од
A. terreus Т-20 0,12 0.6 0,6 0.08 0 0 0 0
A. niger Т-6 0.2 0.9 1.15 1,12 0 0 0.02 0.3
Fusarium heferospomm
Т-10 о. с* 0.04 0.04 0.23 0.09 0.01 0.01 •V
Fusarium зр Т-16 0.2 0,33 0,26 0.15 0 0 0 0
Mucerallessp Т-11 0 0.23 0.18 0 0 0 0 0

Следует отметить, что характер роста, спорообразование, 

накопление биомассы на обеих средах у большинства изученных нами 

культур идентичны Различие в проявлении инулиназной активности на 

средах о инулином и сахарозой носит скорее штаммовый 

характер.чем видовой. Так, у Р. Ь^егсзрсгит Т-10 ссав-нхмым 

показатели инулиназной аг-ивности на обеих средах, а Ризалит зр. Т-1 

16 при сравнимой с предыдущим штаммом активнос-ти на среде с 

инулином на среде с сахарозой таковую не проявляет. Таковы ж?, 

результаты б вариантах с А.Ааииз Т-4(1) и А. Амиз Т-7.

Из 21 выделенной из топинамбура культуры грибов 13 обла

дали инулиназной а։<тивностью, что говорит о целесообразности 

отбора продуцентов из инфицированных клубней топинамбура. .՝
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Инулиназная акг/.знпсть на срадэ с инулином у mhoi/.x шгам- 

L3S независимо от з-лда и рода грибов, проявляется в различные 

сл֊‘.г. роста. ’Эк у ряда штаммоз \Р palitans Т-1, Р. c՝/clopiu>n Т-18. 

А.тдег т-б) у/<е на 3֊՛/ су пси роста отвечается инулиназная ч;иа- 

Гйэст-՝ ■ ■. $льь'зя с-;-.՜ ясность сохраняется на достаточно высоком

уровне и ;д 12 сутки, когда завершена стационарная фаза розга

1..;Н-?акгханы или мучительно акгизны как штаммы R/i.’zgc.os, .- 

gibbosum. Chaetomium waHefii.

Более подробно изучены 3 аиивлЪ’х продуцент? г:?/г.м.нг>з - 

Aspergillus niger Т-6, PenioUiium pagans Т-1, Р. eyefopwm Т-18 на 

«еовоиачальнем'уровне сохранившие инулиназную активность после 

ггода хранения.
ЕЙсслглооано ели.ччге’ тзмп-.рд /ры я реакции ссс-гц.՛ и-:. 

инулиЙгз? у*.о активность этобрани, х штаммов (табл.2,3).

I Гвб»7Г1'5? 2. Р 4f.֊> Н& ТЪ>.!ПИр2Г\ ре! HS ИНуШШЯЗЧуЮ ?7л

кулз-r/p rptPas (субсграт - /% j 0,1 М •змг.г.^.у. оуср'^г. - -ь

•; ■

Те>'П5р-агура. 
оС • ---------

Р.pQliiai'S ШТ

Относи՜։дльиая активность. %

Т-1 P.cyclopium шт Т-18 Ал.’^г ШТ. |-3

30 50.3 36.4 Й
 i

40 70 90 62
50 100 100 100
60 86 77 97
7Г 26 6 23 3.4
80 20 и 1,25

I Оптимум температуры для 3 видов - 60՝-՛. Но достаточно 

захокмй уровень активности со.паклатся •/ при 60г<ум։зн1 ии~ясь при 

зтом На ЗД14.6 и 23,0%.соответственно для штаммса Т-в. '1-18 и Т-՜* 1

Е Если изменение температуры оказысае; г;о -т.-; о<.='*.-:с1.;е! .-.ог 

действие из инулиназную активность кспь՛данных культур, -о зпи-нни- 

. р'п не носит такого характера Оптимум pH՛ одинаков и рапе:-: 5.0 у 

| Штаммов Т-6 и Т-1 АзрегдНта и Pen.Wu.ni, а у штзм.՝..оз Г-1 й Т֊:з 

рода Ретс1«||ит разница б оптимума pH составляет 2 единицы. Р. 

раШала Т-1 проявляет активность г֊ пределах pH от нейтрального к 

Мслому, а Р.сус!ар1՝ит от нейтрального к щелочному. А. п1дэг Г-З 

проявляет активность е более широких пределах pH.



Таблица 3. Влияние pH реакционной смеси на инулиназ 

активность (субстрат-1 % инулин. 500; pH 3-5, 0,1 М ацетат 

буфер, pH 6-8-1/1М, фосфатный буфер, pH 9 - 0,2 М НаОН 

лициновый буфер)

pH
Относительная активность. %

P.pairtans шг.Т-1 P cyclopium lut.T-18 A.niger uit.T-6

3 42,4 8.7 26
4 42.4 8.7 90
5 100 43,6 100
6 63 70 70
7 54.5 100 56
8 40 60 0.8
9 • 28

Работа частично финансировалась грантами МНФ (Сора 

RY1000 и Ассоциации ИНТАС ЕС 93-3512 .
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