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БИОКОНВЕРСИЯ ОБРЕЗКОВ ВИНОГРАДНОЙ ЛОЗЫ В БЕЛОК 

КУЛЬТУРАМИ TR1CHODERMA REESE1
И ДРОЖЖЕЙА.В. ГАСПАРЯН, М.А. КИНОСЯН

Республиканский центр депонирования микробов НАН и 
Министерства образования и науки РА. 378510, г. АбаемПроведен ферментативный гидролиз целлюлозы обрезков ihihoi радной лозы с помощью культур Trichoderma reesei. Выявлено, что и полученных ферментативных гидролизатах из сахаров в основном образуются глюкоза, целлобиоза, ксилоз։!, а также арабиноз;։, раффиноза. уроповыс кислоты, что позволяет ис:юльзонан. эти гидролизаты для выращивания кои юзо- и цсллобнозоусваипающих дрожжей. Изучена возможность обогащения обрезков винограда микробным белком смешанными культурами Tr.reesei и дрожжей в условиях твердофазной ферментации.

Կատարվել է խաղողի վազի էտված ճյուղերի ֆերմենսաւլին հիդրոլիզ 77. reesei 
կուլտուրաների միջոցով Բսւցահայտվև| է. ոլւ ստացված ֆերմենւոային հիղրոլիզատներում 
շաքարներից հիմնականում առաջանում են գլյուկոզ. ցելոբիո-q քսիլող. ինչպես նաև 
արաբինոզ, ոաֆինոզ.ուրոնաթբուներ, որը թույլ է տալիս ապ հխլրպիզաւոներլ։ օգտագործել 
ըսիլող և ցելոբիոզ յուրացնող շաքարասնկերի աճեցման համար Ո։ււումնասիրվել է խաղողի 
էտված ճյուղերի ման|ւԱսյինսսՓտակուցով հարստացման հնարավորությունը պինդֆատսյին 
ֆերմենտացիայի պայմաններում Tr.reesei-\i և շաքարասնկերի խառը կուլտուրաներով:I lie enzymatic hydrolysis of grape branches by cultures of 1'r.reesei was earned on։. In obialncd enzymatic hydrolyzates mainly were tormed glwcosc. cellobiose, xylose, as well as arabinose. i-.ifTinosc. uronic acids, which permitted io use such hydrolyzates lorgiowlh of xylose and cellobiose ulilizhig yeasts. Ilie possibility ot enriching the grape branches with microbic pnucin undcrconditiojcsofsolid-sutelrate fermentation w;th mixed cultures պ Ir.rveici and yeasts has been s'kidied.

Обрезки виноградной лазы - ферментативный гидролиз - Trichnderma reese.
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Биоконверсия растительных остатков, обогащение их белком л использование в качестве корма для животных предетавляеч большой практический интерес и является перспективным направлением в биотехнологии [3,6,10].Из сельскохозяйственных целлюлозолигниновых отходов характерными для Армении являются виноградные обрезки, имеющие следующий химический состав, %՝, целлюлоза - 30-32, липши - 14,0, экстрактивные вещества - 15.0 |8|. Эти данные свидетельствуют, что субстрат благоприятен для биоконверсии в бедок.Для обогащения растительного сырья белком разработаны и разрабатываются различные технологии. С этой целью используются мнкромицеты, особенно культуры Tr.reesei, обладающие целлюлазным комплексом и способные гидратизевать полимеры растительных субстратов до мономерных соединений [3,8.11.13]. При ферментативном гидролизе растительного сырья грибом Tr.reesci создаются благоприятные условия для выращивания дрожжей как на ферментативных i ил|юлизатах. так и при совместном их выращивании глубинной и твердофазной фермен тацией <Т«Т>) (2,3,6,8].Целью данной работы явилось получение ферментативных гидроли- зэтов виноградных обрезков с помощью Tr.recsei для выращивания ксилозо- и целлобиозоусваивающих дрожжей, а также изучение возможности обогащения микробным белком обрезков виноградной лозы смешанными культурами Tr.reesci и указанных дрожжей в условиях твердофазной ферментации.
Материал и методика. Объектами исс.тедоиапия с г.'.+.идг лм.мы культур Tr.reesei 

ИНМИЛ 10060, 10.180 и 10206 - продуценты nc.i.ixv»omj։ ։<’»сскнх ферментои, а также дрожжи 
рода Candido изколлекции культур Республиканского цен.ра дсио1гир։жа:тии микробов НАН 
и Министерства обррзовалия и науки РА (РЦДМ) и условным h.jKjjuimom инмнд

Для выращивания грибных культур нсно.чьтоватась срела Чапека - Докса следующего 
состава. %: (NH.).SO,- 03. КС1 0.05; Mg$O.'7H.O - 0.05: КН,К), 0.1. hcSO, - 0.001; 
кукурузный экстракт -0,5; целлюлоза (предварительно обработанные щелочью иамелистише 
втшотрадныс обрезки) - .5 2,0; pH 5.3. Культивщюштнис и|х>яолн.кк ь и конических колбах 
гаркххгьК) 500мл, содержащих 75 мл среды па качалках (200 250об/мин) при >0 Н качестве 
посевною материала испод ют пал ис ь 7-суточные культуры ir.ree.wi. выращенные на среде е 
0,05% 2-диоксиглюкозы. На одну колбу исналютпзлся посевной .материал с одного косяка

Источником пс.тлкяки служил фильтр.тг куч.турх'н пои жидкости (КЖ) Tr.reesci
Целлюлолитическая активность определялась общепринятыми методами [1,4.12] За 

единицу С։Аактивности (эюо-целло&ипгидролазцой или *к:ю-1.4 р-глюкана пни։ активности) 
принималось такое количества фермента, кою|х:с в принятых условиях. (pH 4.7 5,0, 50*. 50 мл 
фильтровальной бумаги) катализирует образование I мкмоль РВ но : тюКозе j.i 1 мин. За 
с.тинипуС։А.тк1инн<к1В iзкзо-1.1-|l i нчклнззнойЩ.1ИНПОС и.՛ принимается такое количество 
фермента, которое в принятых у*. ювиях (pH 4.7-5.0; 5«)’; 0,8% N.i-KMIli катализирует 
образование J мкмоль РВ по глюкозе за I мин.

В качестве раснпелы1ого субстрата при ферментативном превращении использовались 
обрезки виноградной лозы, лзмельчеял щ и лабораторных условиях

Редуцирующие вещества (РВ) по inoxo-.e определялись .методом Шомодьи-Нел ютил 
[14], ц также методом хроматографии па бумаге с мспо.тькжлнисм как качественных, так и 
количественных методов определения разных слх։։роп. Колнчес во глюкозы определялось 
। 'юкотоокендазным методом

Общий азот определялся метолом Кьетадхтя (11
Опыты по прслеинизапин обрезков винсирл.ча в ус кчитях твер.чофл июй фермс.чгании 

в стйцяриарном слое проводили в конических ко.тбах объемом 2(х) мл с 2. 5 и 10 1л обрсЗкон, 
увлажненных до 80 % ниппельной средой следующего состава, %: (NH,|.SO,-6.?՝1 КН.НО, 
0,12; MgS0/7H,O - О.СХх СаС! 2Н 0-0,01; Mad 0.01; pH 5,2-5.> I IdccBiloft млтерщы дрожжей 
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готовили пи среде тою же состава, но с глюкозой (1%) и дрожженмм экстрастом (0,5%). 
Дрожжи выращивали в колбах на качалках в течение 13 ч до полного расход глюкозы и вносили 
и количестве 2 мл на каждую колбу для 1Ф Культуру Тг ксяа выращивали в глубинных условиях 
в течение 3 суток и вносили в количестве 1 ш вместе с дрожжами на каждую колбу. 
Продолжисс.т|.1։<к,т։. ТФ - 15-20 суток с периодическим перемешиванием.

После ГФ получаемый продукт высушивался. анализировался на содержанке белка 
или сырого протеина. Сырой протеин определялся метолом Кьельдаля после извлечения 
неорганического азота 0.5 М I ХУ.

Результаты и обсуждение. Данные, представленные в табл.1, показывают, что изученные штаммы Tr.ree.sei характеризуются комплексом целлюлаз.Отобранные штаммы Тггс.схсй обладают разной целлюлолитической активностью. Согласно литературным данным (5.7,111. биосинтез целлюлаз у микроорганизмов зависит от состава питательной среды и условий культивирования. Так, максимальное образование целлюлаз на разных средах для штаммов грибов родов Гг'кНос^егта. Азрег%Н1и$, РстсНГшт, 
Асгетопшт, АнгеоЬамсНит. 11ит1со!а. СбаеМпиит, РИота в среднем составляет: С.А - 0.5-31 сд/мл. а СдА - 0.2-50 сд/мл КЖ.

Таблица 1. Биосинтез целлюлаз штаммами Tr.ree.sei в динамике роста

№ штаммов Время кулыквмрелкшия. суг
Tr.reesci 7 10

но ПНМИА целлюлолитическая активность. ед/мл КЖ
СА С'А С А С\А

10060 0,5 2.3 0.1 1.0
101X0 1.2 3,6 1.6 4.5
10206 1 26 5.5 3.2 ’.5Штамм 10060 на указанной среде продуцирует в основном С։А фермент, максимальный выход которого составляет 2, 3 сд/мл после 7 суток культивирования. Дальнейшее культивирование продуцента приводит к инактивации фермента. Максимальный выход целлюлаз у штаммов 10180 и 10206 отмечается в течение 10 суток культивщювания и составляет. С А-1,6 и 3.2 сд/мл. а С А 5,5 и 7,5 сд/мл КЖ соответственно.Максимальная каталитическая активность целлюлаз указанных штаммов и роя в |яется при pH 4,7 5.0 и температуре 50-55°.Результаты исследования <(>срмснтати иного гидролиза виноградных обрезков с помощью целлюлаз культур Tr.reesci показали, что максимальное накопление РВ в ({юрмснтативном гидролизате происходит за 6 ч гидролиза. Продолжение ni.ii>o iii >а до 24 ч приводи։ к незначительному увеличению РВ (табл .2).

Габлица 2. Образование РВ при ферментативном гидролизе виноградных обрезков 
целлюлазами Tr.reesci {условия: 2г субстрата; 20 мл КЖ

(2,5 сд/мл Сг\ я 7,0 сд/мл С\Л); 50՞; качалка 150 об/мин|

Время ՛ Общее количество
гидролиза, ч РВ. mi /мл

Исходное S.0
? 20,1

50.4
6 60.6
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Ферментативный гидролиз виноградных обрезков целлюлазами 
Тг.геезе! обуславливает накопление в ферментативном гидролизате РВ в количестве 68,2 мг/мл, т.с. в концентрации более 30% по сухому весу, из которого на долю глюкозы приходится 37,5 мг/мл.Содержание РВ в ферментативных гидролизатах виноградных обрезков представлено в габл.З,

РВ. %

Таблица 3. Характеристика ферментативных гидролизатов обрезков виноградной
лозы

глюкоза целлобиоза >хитотп арабиноза раффиноза уроновыс 
кислоты

55,4 22.5 8 7 5.1 2.0

Методом хроматографии на бумаге выявлено, что в ферментативных гидролизатах виноградных обрезков из РВ образуются глюкоза, целлобиоза, ксилоза, а также арабиноза. раффиноза, уроновыс кислоты, что создаст благоприятную среду для выращивания ксилозо- и цсллобиозоус впивающих дрожжей с целью получения кормового белка. Ферментативные гидролизаты можно использовать как источник углерода в питательной среде, а также как отдельную среду, так как ь них содержится источник азота.Обогащение микробным белком виноградных обрезков культурами дрожжей и Tr.reesei н условиях Т<1> выявило, что в получаемом продукте происходит увеличение сырого протеина в 2-3 раза, по сравнению с исходным субстратом (табл.4).
Таблица 4. Увеличение количества общего изо га и сырого протеина в 

стационарном слое виноградных обрезков после рос։a Tr.reesei и дрожжей Candida 
в условиях ГФ [условия: 30'; 20 суток; периодическое перемешивание!

Субстрат, 
количество. %

Сырой 
J|[!<HCHH,%

Общин
11.101.Cf/

Контроль (обрезки.1 10.6 1.7
с. 35.25 5,ъ4
5 30,31 4,85
И) 20.25 3,24

Таким образом, обогащенные микробным белком вино։ радныс обрезки могут быть использованы в качестве кормового продукта в животноводстве.
ЛИТЕРАТУРА1 Великая Е.И., Суходол В.Ф. Лабораторный практикум по курсу общей технологии бродильных производств. 310, М., 1983.
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