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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ.

Актуальність проблеми. Одним з провідних напрямків су­

часної ензимології є вивчення закономірностей протікання та 

регуляції ферментативного каталізу в системах з різним 

рівнем структурної організації. Детально вивчені механізми 

дії багатьох індивідуальних ферментів на низькомолекулярні 

субстрати. Однак більшість Ферментативних процесів є як 

поліферментними, так 1 полісубстг'атними. Так, біодеградація 

рослинних полісубстратів відбувається під дією багатокомпо­

нентних ферментних систем макро- та мікроміцетів, де ваїливу 

роль відіграють регуляторні стосунки як міі ферментом та 

компонентами полісубстрату, так 1 між окре'мими ферментами 

(Hiehl.es/, 1987). До найбільш повної біодеградації рослинних 

полісубстратів здатні дереворуйнувчі базидіальні гриби. 

Ефективна деструкція рослинних біополіиерів значно усклад­

нюється тим, чо більшість базидіоміцетів володіє низький; 

активностями лігнінолітичних та гідролітичних ферментів, цо 

зумовлено незбалансованістю ферментних комплексів за компо- 
*

нентним складом, низькою біосинтетичнов Активністю окремих 

ф е р и т і в  та неоптимальними умовами самого процесу культиву­

вання (Dahia, 1909).

Недостатньо вивчені динамічні аспекти регуляції актив­

ностей даних поліферментних комплексів. Одним з найваш- 

ливіших способів регуляції каталітичної активності ферментів 

є варіювання мікрооточення в міцелярних системах поверхне­

во-активних речовин (ПАР). Проте, в літературі практично 

відсутні дані про використання ПАР при ферментативних проце­

сах розкладу рослинних багатокомпонентних субстратів.

Мета та завдання дослідження. Метою роботи було: дослі­

дити властивості, закономірності регуляції активностей і



одервати активні препарати лігнінолітичних та гідролітичних 

ферментних комплексів базидіоміцетів, для чого застосовува- 

лись ПАР, препарати лігніну та різні умови культивування. 

Конкретно ставились завдання:

- визначити оптимальні умови ферментоутворення та одержати 

активні гідролітичні та лігнінолітичні мультиферментні комп­

лекси при твердофазній ферментації вищих базидіоміцетів на 

рослинних полісубстратах;

- селективно підібрати вищі базидіоміцети- активні продуцен­

ти лігнінолітичних ферментів, дослідити компонентний склад 

їх лігніаолітичних комплексів при різних способах фермен­

тації та оптимальні умови культивування, що забезпечують ви­

сокі рівні активностей даних ферментів;

- вивчити вплив ПАР різної іонної природи та концентрацій на 

лігнінолітичні ферменти грибів білої гнилі;

- одервати гомогенний препарат Mn(II) -залежної пероксидази 

та визначити її біохімічні характеристики.

Полонення, що виносяться на захист:

- селективний вплив поверхнево-активних речовин різної іон­

ної природи на компоненти лігнінолітичних ферментних комп­

лексів грибів білої гнилі Phellinus igniarius і Pleurotus 

floridae;

-  азот-залевна регуляція активностей фенолоксидаз при твер­

дофазній ферментації грибів білої гнилі нгГпобічних продук­

тах переробки олійних культур;

- Індукуючий вплив * препаратів лігніну (індуліну AT та це- 

лолігніну) на лі гн і нолІтичний ферментний комплекс гриба 

Сілоі гнилі Pleurntus floridae та залежність активностей 

Яп( 11)- галетної пероксидази та ланкам від розподілу висо­

ко- тй низькомолекулярних фракцій і препаратах лігніну.
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Наукова новизна. Вперяе очищена Mn( 11 Ьзалежна пероксида- 

за із гриба білої гнилі Qanoderna colossun; визначені її 

біохімічні характеристики, субстратна специфічність.

Вперве в умовах твердофазної ферментації грибів білої 

гнилі на рослинних полісубстратах показана азот-залекна ре­

гуляція активностей фенолоксидаз.

Новизною роботи є вивчення впливу поверхнево-активних ре­

човин різної іонної природи та концентрацій на лігнінолітич­

ні ферментні комплекси грибів білої гнилі (Phellinus ignia- 

rius та Pleurotus floridae). Встановлено, що неіоногенні ПАР 

Твін-80, Твін-40 і аніонна ПАР сульфонал стимулювали актив­

ності лігнінолітичних ферментів, катіонна ПАР, етоній діяла 

на них селективно. Знайдена більша ефективність дії ПАР сто­

совно підвищення активності лаккази в 1,8, a Mn(IIЬзалевної 

пероксидази - в 1,6 разів для твердофазного культивування Р. 

floridae порівняно із культивуванням на синтетичному середо­

вищі .

Теоретичне та практичне значення результатів дисер­

таційної роботи. Науково обгрунтовано способи одеркання ак­

тивних препаратів лігнінолітичних та гідролітичних ферментів 

грибів білої гнилі. Результати дослідяень дозволяють конст­

руювати рецептури поживних хереДовищ з метою рггуляції ак­

тивностей лігнінолітичних ферментів з різним співвідноиенням 

компонентів в комплексі для вирішення конкретних завдань по 

ферментолізу природних рослинних ресурсів.

Показана можливість раціонального використання побічних, 

продуктів переробки олійних культур (нерозчинного заливку 

соєвого шроту, лушпиння насіння соняшнику та оболонок 

насіння сої) як основних компонентів поживних середовищ для 

твердофазного культирування дереворуйнуючих базидіоміцетів.
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Оптимізовано процеси ферментоутворення гідролітичних та 

лігнінолітичних ферментів при твердофазній ферментації ба­

зидіальних, грибів на запропонованих пояивних середовищах. 

Реалізація рездльтатів роботи. Одеріані в роботі фер­

ментні комплекси та очищений препарат Mn(11 )-залеяної перок­

сидази мояуть бути застосовані в біотехнологічних препаратах 

для біологічної делігніфікації, вибілювання та модифікації 

волокон пульпи, а такої в якості неспецифічних окисників при 

розкладі токсичних ароматичних сполук, що забруднюють оточу­

юче середовище (хлорфенолів, барвників, діоксину, ДДТ)., для 

очистки стічних вод та відбілення паперу.

Особистий внесок у розробку наукових результатів, що ви­

носяться на захист. Вивчено вплив ПАР різної іонної природи, 

препаратів лігніну на лігнінолітичні ферменти грибів білої 

гнилі; очищена Mn(II )-зале«на пероксидаза із Б. colossum; 

оптимізовано процеси ферментоутворення гідролаз та фенолок- 

сидаз при твердофазній ферментації базидіоміцетів, проведено 

скринінг активних продуцентів фенолоксидаз, вивчено компо­

нентний склад відселектованих штамів.

Апробація роботи. Основні результати роботи викладені на 

UII Int. Congress of Bacteriology and Applied Microbiology 

(Prague, Czech Republic, 1994); UI Українському біохімічному 

з'їзді (Київ, 1992); Всесоюзной конференции "Проблемы куль­

тивирования съедобных грибов в СССР” (Путино, 1991); Всесо-' 

юзной конференции "Достииения биотехнологии - агропромышлен­

ному комплексу" (Черновцы. І991); Всесоюзной конференции 

"Ферменты - народному хозяйству" (Черновцы, 1990).

Публікації. По темі дисертації опубліковано 8 робіт.

Структура дисертаціі. Дисертація складається з вступу, 

літературного огляду (3 розділи), об'єктів і методів дослід-
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*ень, результатів та їх обговорення (5 розділів), рекомен­

дацій до впровадвення у виробництво, висновків, списку вико­

ристаної літератури, що містить 298 посилань, поміи них 243 

роботи іноземних авторів. Дисертація викладена на 165 

сторінках, містить ІЗ таблиць, 32 малюнки.

МЕТОДОЛОГІЯ, МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ 'ПРЕДМЕТИ І ОБ'ЄКТА.

Об'єктами дослідження були культури 2І виду вищих дерево- 

руйнуючих базидіоміцетів. Основні компоненти середовищ для 

твердофазного культивування базидіоміцетів - нерозчинний за­

лишок соєвого ироту fНЗШ>, оболонки насіння сої (Glycine 

Soja L.) та лушпиння насіння соняшнику (ЛІ$) (Helianthus 

annuus L.), отримані на Чернівецькому олійно-кировому 

комбінаті.

Визначення вмісту загального, білкового та небілкового 

азоту в субстратах проводиЯи за методом К'єльдаля, Вміст 

лігніну і целюлози в субстратах визначали методом титрування 

(Починок, 1976 ).

Занурене культивування базидіоміцетів проводили у середо­

вищі Кірка (Kirk et al, 1986 ) з модифікаціями (Muheim, 1991). 

У роботі використовували такі ПАР: аніонну ПАР сульфонол

(Na алкілбензолсульфонат), неіоногенні ПАР Твік-80 та Твін- 

40 (сорбітан біс(поліоксиетилен) монолеати), катіонну ПАР 

етоній [1,2 -(N, N’—6icf діметил )-N, N '-б Іс(децилацетат))

етилен діамоній д і хлорид] у кінцевих концентраціях у середо­

вищі 0,1; 0,025'; 0,01 та 0,001%. У роботі використовували

такі препарати лігніну: комерційний препарат крафт-лігніну 

індулін AT (HesU'aco Corp., Charleston, CS, CISA), тирсу де­

ревини сосни, целолігнін (побічний продукт виробництва фур­

фуролу). Гель-фільтрацію препаг^тт і в лігніну проводили на се-
9
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фадексі G-75 (Pharnacia, Івеція) за методом Хаємерлі (Наеш- 

юегії et аі, 1986).

Методи визначення ферментативних активностей. Визначення 

протеолітичної активності проводили за модифікованим методом 

йнсона (ГОСТ 20264. 2-74); загальної целюлазної та загальної 

ксиланазної активностей - за модифікованим методом ВомодІ- 

Нельсона (Клесов и др., 1980); ендоглгаканазної активності - 

вискозиметрично (Клесов и др., 1982). Активність лакка?и 

визначали за окисленням о-діанізідину (Khan et al, 1990) або 

сирингальдазину (Hark і n et а 1 , 1973 ). Активність пероксидази 

визначали як різницю мій швидкістю окислення о-діанізідину 

або сирингальдазину в присутності та відсутності Ht0^ в ре­

акційній суміші. Активність Mn(II )-залеиної пероксидази 

(МрП) визначали за швидкістю окислення сирингальдазину 

(finder et al, 1987) або 2,6-диметоксифенолу (Shutt1euorth et 

al, 1986) в присутності та відсутності Мп та Нл 0й в ре­

акційній суміші. Активності целобіозохінонооксидоредуктази 

(целобіозодегідрогенази, ЦБХО) та глюкозооксидази визначали 

за швидкістю окислення 3,5-ди-терт-бутилбензохінону в при­

сутності відповідно целобіози (Hestermark at al, 1974) або 

глюкози (Gomtz-filarcon et al, 1989).

Активності ферментів вимірювали за допомогою регіструючо- 

го спектрофотометру Specord М-40 (Німеччина) та СФ-46. Ак­

тивності ферментів вираяали в міжнародних'одиницях - одиниця 

активності відповідала кількості ферменту, необхідній для 

окислення 1 мкМ субстрату або утворення 1' мкМ продукту за 1 

' хв. на і л (г) Ферментного препарату в оптимальних умовах. 

Вміст білка в ферментних препаратах вимірювали за методом 

iltujpl (Lowry et al, 1951).

Методи очистки Ферментів. Афінну хроматографію г ідролі тич-
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них ферментів проводили з використанням паперового пилу 

(Cheearol. Чехія) в якості сорбенту. Гель-фільтрацію препа­

ратів гідролітичних ферментів проводили на сефадексі Є- 100 

(Pharnacia, Івеція). Високоефективну рідинну хроматографію 

МрП проводили на аніонообмінних колонках "Q-cartridge" 

(Bio-Rad, Cfflfi) та Mono 8 (H/R 5/5). (Pharmacia, Швеція). 

Контроль за вмістом білка здійснювали спектрофотометрично 

при 280 нм, МрП- 407 нм за допомогою В і o-D iraension Detector 

UU/UIS Monitor (Bio-Rad, Cfflfi).

Субстратну специфічність МрП визначали при використанні 

наступних 'субстратів: АБТС (2,2'-азино-ді-3-етилбелзотіазо- 

лін-6-сульфокислоти, Sigma, Clfi); сирингальдазину (4-гідрок- 

си-3,5-диметоксибензальдегідазину, Sigma, Cfflfi); фенолу чер­

воного (Sigma, Clfi), 2,6-диметоксифенолу (Sigma, Cfflfi), NflDH 

(Boehringer, ‘ Німеччина), вератрилового (3,4-диметоксибензи- 

лового) спирту (Aldrich, США), ванілінового спирту (Aldrich, 

Cfflfi), ваніліну (Sigma, США) та гомовератрової • кислоти 

(3,4-диметоксифенілоцтовоі кислоти, Sigma, Cfflfi). Активність 

МрП визначали спектрофотометрично за швидкістю окислення ви­

щезазначених субстратів на початкових ділянках кінетичних 

кривих на різних довжинах хвиль (значення коефіцієнтів мо­

лярної екстінкції надані в табл. 4).

Електрофоретичний аналіз препаратів лігнінолітичних фер­

ментів проводили в і0%. а також в 8-18Х градієнтному ПЙЙГ в 

нативних умовах за методом Девіса (Davis, 1964). Візу 

алізацію смуг фєнолоксидаз проводили 4-хлоро-1-нафтолом 

(Sigma, Cfflfi), (Kern. 1989). Електрофорез в денатуруючих умо­

вах проводили за методом (Іемлі (Laeunll, 1970).
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ОСНОВНИЙ ЗМІСТ ДИСЕРТАЦІЇ,

і. Властивості гідрол-ітичних та лігнінолітичних мультифермен- 

тних комплексів в умовах твердофазної Ферментації базидіомі­

цетів.

В деградації рослинних полісубстрат'ів вирішальну роль се- 

.ред гідролітичних ферментів відіграють міцно адсорбовані це- 

люлази, а саме ендоглюканази С К 1yosov et al, 1986),

Для селективного виділення фракції ендоґлюканаз продуцен­

ту гідролітичних ферментів Вjerkandera adusta (А/с N 38094, 

НРБ) застосовано афінну хроматографію на паперовому пилу. На, 

даній стадії ступінь очистки ендоглюканаз досягав 15,7 разів 

при виході 30Z (табл. 1). Методом SDS-електрофорезу встанов­

лено, що афінний препарат містив 9 білкових компонентів з 

молекулярними масами 35-67 кДа та один - 1? кДа. На заключ-

Та&д. 1 Очистка гідролітичного комплексу В, adugta Міпі, п =5

Активності (од/г білка)
Етап очистки Протеаза Ксиланаза Целюлаза Ендоглюк.

Культур, екстракт 11,7і1,5 420±12,2 49,5іЗ,8 2,3±0,1
ПІОХ:
осадяення етанолом 7,0*0,2 612і 16,4 39,6і 2,7 2,1+0.1
осадження ацетоном 6,7+0,2 624іі0,1 38,3±5,і не вимір.
осадіення (NH*)iSQi 
Афінна хроматогр.:

б,2±0,5 180і 8,7 9,1 ±2,2 не вимір.

2 А 570 23 2,1вихідний препарат
фракції А. 2,3 660 24 0,83

Б 2-, 2 53,0 ■ 4 4,6І и
В - 201 78 33,0

Г ель-фільтрація:
вихідний препарат 2,2 551,0 101,0 ,
фракції І — 164.3 28,6

II — 140,0 33,3 —
III 3.5 1344,8 158,6
IU 6,4 574,5 251,1
U
.01 :::

71,1 28,9



ному етапі очистки Сконцентрування компонентів гідролітично­

го комплексу за допомогою гель-фільтрації на сефадексі G-100) 

ступінь очистки досягав по: целюлазам -2,5; ксиланазам -2,4; 

протеазам- 2,9 разів (табл, і). Для одеріання високоактивно­

го ферментного комплексу гіДролаз найбільш активні фракції 

об’єднували, осадмували та ліофілізували. Методом SDS-елект- 

рофорезу встановлено, цо отриманий препарат містив 16 білко­

вих компонентів з молекулярними масами від 20 до 65 кДа, -

Таким чином, одер*ані результати дозволяють запропонувати 

схему послідовної очистки гідролітичного комплексу Bjerkan- 

dera adusta, цо передбачае осадження білків із екстракту 

(отримання препаратів ПІ ОХ і, афінне відділення фракції міц- 

ноадсорбованих ендоглюканаз та концентрування гідролітичного 

комплексу за допомогою гель-фільтрації.

Серед лігнінолітичних ферментів ключова роль.в деградації 

рослинних полі субстрат і в відводиться лігніназі та фенолокси- 

дазам (Gold et al, 1989; finder et al, 1977). Вивчення зако­

номірностей регуляції активностей фенолоксидаз проводили при 

використанні 6 видів базидіоміцетів з різною екологічною 

пристосованістю. Кореляційний аналіз залеяності значень фер­

ментативних активностей від вмісту загального азоту в сере­

довищі свідчив про існування зворотньої кореляційної залеї- 

ності міх вмістом азоту в середовищі та величинами активнос­

тей фенолокислюючих Ферментів (табл. 2). Поява активностей 

лігнінолітичних ферментів в умовах лімітування складу сере­

довища за вмістом азоту відома: у випадках культивування 

грибів білоі гнилі на синтетичних середовищах (Jeffries e.t 

al, 1981; Leisola et. al, 1988). Нами в умовах твердофазного 

культивування грибів білоі гнилі на рослинних полі субстратах 

показана азот-залежна регуляція активностей Фенолоксидаз.
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Табл. 2. Значення коефіцієнту кореляції між активностями пе­
роксидази (ПРО), монофенолмонооксигенази (МФМ) та вмістом 
загального азоту в середовищі.* N-6

-10-

iBJerkaridera adusta 
шт. 1

Pleurotus ostreatus 
шт. 1300

Cor І olus versicolor 
BKMF 462

ПРО МФМ ПРО МФМ ПРО МФМ
-0,97 -0,94 -0,83 -0,96 -0,82

Coriolus pubescens Shizophyllum commu­ Foffles fonentarnis
BKHF 115 ne BKHF 2408 ' BKMF 3202

1 ПРО МФМ ПРО МФМ ПРО МФМ
I -0,90 -0,70 -0,99 -0,73 --- -0,79

О.Йкр^О.Об
* середовище містило побічні продукти переробки олійних куль­
тур (НЗШ і ЛНС) в різних співвідношеннях.

9 результаті скринінгу 37 штамів вищих базидіоміцетів, що 

викликають деструктивний та корозійний ксилоліз деревини, 

селективно відібрані штами Phellinus і gn і аг і us, BKMF 386 та 

Pleurotus floridae, ИРК 338 - активні продуценти фенолокси- 

даз. Подальші дослідяення лігнінолітичних комплексів ба­

зидіоміцетів проводились з використанням даних селективно 

підібраних штамів.

Головним фактором, що визначає ступінь Ферментативної 

конверсії лігноцелюлозних субстратів, е рівень хімічної мо­

дифікації лігніну (Мануковский и др, 1990). Для кількісного 

визначення лігнін - деградаційної здатності гриб і р викорис­

товували коефіцієнт л і гн і нол і з і су К1 (Elisashvili et- al, 

1988): для Phellinus і gn і аг і us він дорівнював 0,34, а для 

Pleurotus floridae - 0,57.



2. Лігнінолітичні комплекси грибів білої гнилі в умовах за­

нуреного культивування.

Відомо, що для прояву активностей окремих лігнінолітичних 

ферментів необхідні різні фізіологічні умови (Kirk, 1978; 

Muhela, 1991). У зв'язку з цим вивчення компонентного складу 

лігнінолітичних комплексів проводили в 3 модифікованих сере­

довищах Кірка: лімітованому за вмістом азоту, лімітованому 

за вмістом вуглецю та середовищі, лімітованому за вмістом 

обох компонентів (мал. 1). Одержані нами результати свідчили 

про Існування зворотньої кореляційної залеіності мій концен­

трацією азоту в середовищі та активністю МрП (г--0.91); пря­

мої кореляційної залеіності між концентрацією азоту в сере­

довищі та активністю ЦБХО (г-0,99); зворотньої кореляційної 

залешності иіі концентрацією глюкози в середовищі та ак­

тивністю лаккази (г--0,62).

-11-

Кал. 1. Динаміка активностей лігнінолітичних ферментів при 
культивуванні P. fioridae в стаціонарних умовах по Кірку.

* К±«, п=4
• - середовище, лімітоване за вмістом С (ІЗ мМ С; 7,2аМ N)
• - середовище, лімітоване за вмістом N (55 іК С; 2,4мМ N)
4 - середовище, лімітоване за вмістом N , С (13 мМ С; 1,2 мМ N)



Эастосоване нами занурене культивування P. floridae в 

умовах іыобілізації міцелію на лоліуретанових носіях дозво­

лило збільїити активність лаккази в 2 рази порівняно з куль­

тивуванням в стаціонарних умовах по' Кірку (мал. 2. й, конт­

роль), а такої запровадити напівперіодичний спосіб культиву­

вання. Необхідно відмітити, цо недостатня аерація в товстому 

■арі середовица порівняно з культивуванням у середовищі 

Кірка з високим вмістом молекулярного кисню обумовлювала 

відсутність активності НрП (мал. 2, В, контроль).

3. Індукція л Ігн І нолІтично ї системи Р 1eurotus floridae.

Грунтуючись на повідомленнях про здатність препаратів 

лігніну інддкувати лігнінолітичні ферменти (Leisola et al, 

1989; tllier et al, 1984) нами проведено дослідження по вив­

ченню впливу препаратів лігніну (тирси деревини сосни, 

індуліну AT та целолігніну) на активності ферментів лігніно- 

літичного комплексу Р 1eurotus flerldae (мал. 2).

Встановлено, цо в присутності всіх вивчених препаратів 

лігніну відбувалась Індукція активності лаккази. При цьому 

електрофоретичні дослідіення показали, цо зростання актиь- 

ності лаккази в присутності препаратів лігніну було резуль­

татом Індукції конститутивних ізоформ (Rf-0,6 та 0,63). Крім 

того, в присутності Індукторів спостерігалась поява 2 піків 

активності: на 5 та 10 добу. Даний бімодальний розподіл ак­

тивності лаккази в присутності Індукторів лігнінолітичної 

системи пов'язується з явищами непрямої фенольної Індукції 

внаслідок існування лакказо-целобіозо-хінон-оксидоредуктаз- 

ного та лакказо-глякозо-хінон-оксидоредуктазного циклів 

(Goiez-fllarcon et al, 1987; Hesteraark et al, 1974). Якщо в 

контрольних препаратах, що не містили препаратів лі гн ін у та
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Мал. 2. Динамікз активностей лігнінолітичних ферментів (fl- 
лаккази, Б- ЦБХО, В- МрП, Г- глюкозооксидази) в присутності 
препаратів лігніну. Мі й , п =4
•- контроль; х- тидоа сосни; «- целолігнін; о- індулін fiT,

препаратах, що містили тирсу, спостерігалась незначна ак­

тивність МрП (ізоформа МрП1, Rf=0,14), то в присутності це~ 

лолігніну та індуліну AT відбувалась Індукція ізоформи МрПЗ 

(Rf=0,4i). В присутності целолігніну та індуліну fiT відбува­

лась такая індукція активності ЦБХО, Присутність препаратів 

лігніну не впливала на активність глюкозооксидази (мал. 2).

Таким чином, встановлено селективний вплив дослівяенйх 

препаратів лігніну на лігнінолітичний комплекс P. flpHdae, 

і J



Гель-фільтрація 

препаратів лігніну 

на сефадексі С-75. ^

і- індулін AT: 

2т целолігнін.

Гель-фільтрація препаратів лігніну свідчила про різне 

сіїїввідноиення високо- та низькомолекулярних фракцій в 

Індуліні ЙТ та целолігніні (кал. 3). В індуліні ЙТ переваша- 

ла високомолекулярна фракція, тоді як целолігнін характери­

зувався більшою полідисперсністю в напрямку до переважання 

середньо- та низькомолекулярних фракцій. Встановлено, цо рі­

вень активності МрП та лаккази в присутності даних препа­

ратів лігніну залекав від розподілу в них високо- та низько­

молекулярних фракцій та був більший в присутності індуліну 

ЙТ, де вміст високомолекулярних фракцій вивий.

4. Вплив поверхнево-активних речовин (ПАР) на лігнінолі- 

тичні комплекси гриб-ів білої гнилі.

Каталітичні властивості лігнінолітичних ферментів, що є 

мембраноактивними, в значній мірі визначаються природою їх 

мікрооточення (Клячко и др., 1988). У зв'язку з цим вивчено 

вплив ПАР різної іонної природи та концентрацій в середовищі 

на лігнінолітичні комплекси грибів білої гнилі Phellinus 

igniarius (мал. 4, I) 1 Pleurottis floridae (мал. 4, II), 

Встановлено, що в присутності неіоногенних ПАР Твін-'ІО,
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Твін-40 та аніонної ПАР сульфонолу спостерігалось збільшення 

активностей лаккази, пероксидази та МрП. Оптимальними вияви­

лись "низькі" концентрації ПАР 0,017. та 0,001%. Катіонна ПАР 

етоній стимулювала активність пероксидази, інгібуючи ак­

тивність лаккази на 20-70% в залеяності від концентрації 

ПАР, та МрП (із Pleurotus floridae - на 58,8±10,3%, МрП із 

Phellinus igniarius - на 15*4% в усіх дослідяених концент­

раціях ПАР). Дані результати можна пояснити негативним впли­

вом етонію на активності лаккази та МрП у зв’язку з його 

дестабілізуючою дією на нативну структуру ферменту та/або 

фермент-субстратну взаємодію. Встановлена зміна ізофермент- 

ного спектра МрП із P. igniarius (з'являлась ізоформа МрП2, 

Rf-0,43) за дії сульфонолу. Відсутність ізоформи МрП2 в кон­

трольних препаратах (що не містили ПАР) підтвердкено елект­

рофорезом в умовах перевантаження гелей.

Відомо, що деякі ПАР здатні до модифікації проникливості 

плазматичної мембрани, що викликає відповідні зміни секреції 

метаболітів, у тому числі білків в оточуюче середовище 

(Reese. 1969). Нами проведено аналіз впливу досліджуваних 

ПАР на секрецію позаклітинних білків грибами Ph. igniarius 

та P. floridae (мал. 4, 1-а, ІІ-а), Показано 'збільшення сек­

реції позаклітинних білків за дії ПАР максимально на 35%, 

тоді як активності лігнінолітичних ферментів зростали в 0,3- 

J.6 разів залежно від іонної природи ПАР та її концентрації.

Таким чином, із порівняльного аналізу впливу ПАР на сек­

рецію позаклітинних білків та активності лігнінолітичних 

ферментів випливає, що збільшення активностей лігнінолітич­

них ферментів не обмежується зростанням секреції позаклітин­

них білків в присутності ПАР.
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Мал.4.  а
Вплив ПАР на секрецію позаклі­
тинних білків (а); активності*,, 
пероксидаэи (б); МрП (в); лак- 
кази (г) при твердофазному it
культивуванні Ph.lgniarius (I)
1 P.floridae (II). А- Твін-80, : 
Б- ТвІн-40, В- сульфонол, Г- 
етоній). * активність відносно 
контролю, X.
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Мал.S.
Вплив ПАР на активності* лак-до 
кази (а); пероксидази (б);
МрП (в) при культивуванні Р.150 
floridae на синтетичному се- юо 
редовиці. ft- ТвІн-80, Б-Тв і ft 
40, В- сульфонол, Г- етоній.
«активність відносно контро­
лю. К. /І б  & Г

ПАР маять здатність солюбілізувати субстрати, що призво­

дить до переходу раніне нерозчинних сполук у розчин (Hiroshi 

et al, 1986). З метою оцінки ролі солюбілізаціі рослинного 

полісубстрату в сумарній зміні ферментативних активностей в 

присутності ПАР нами вивчено вплив ПАР на лігнінолітичний 

комплекс при культивуванні P. floridae на синтетичному сере- 

довиці (мал. 5). Проведено порівняльний аналіз відносної 

зміни ферментативних активностей P. floridae під впливом ПАР 

при двох методах культивування. Встановлено, цо в присут­

ності дослідшуваних неіоногенних та аніонної ПАР активність 

МрП при твердофазному культивуванні порівняно із культиву­

ванням на синтетичному середовиці в середньому зростала в

1,6 разів, в присутності неіоногенних ПАР Твін-80 та Твін-40 

активність лаккази зростала в 1.35-1,63 разів, аніонна ПАР

Л Н Б  ім . В . С т е ф а н и к а  
А Ы  України
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сульфонол у всіх доелідвених концентраціях викликала однако­

ве (в 1,86±0,І4 разів) зростання активності лаккази при 

твердофазному культивуванні порівняно з культивуванням на 

синтетичному середовищі. Зростання активностей ф^ментів в 

присутності ПАР при твердофазному способі культивування 

порівняно з культивуванням на синтетичному середовищі. 

Імовірно, поясняється як солюбілізацією субстрату, «о приво­

дить до розкладу раніше недоступних для дії ферменту струк­

тур субстрату, так і викликаним ПАР прискоренням десорбції 

адсорбованих лігнінолітичних ферментів з поверхні субстрату, 

цо сприяє їх вступу в новий каталітичний цикл (Измайлова и 

др, 1988). Солюбілізація субстрату не впливала на зміну ак­

тивності пероксидази при двох методах культивування в при­

сутності ПАР.

Отримані результати свідчать про активацію лігнінолітич­

них ферментів в присутності доелідвених неіоногенних та 

аніонної ПАР, селективну регуляцію активностей лігнінолітич­

них ферментів катіонною ПАР етонієм, а також підкреслюють 

важливість наявності навколо ферменту специфічно діючого на 

нього міцелярного мікрооточення та можливість регуляції ак­

тивності ферменту шляхом варіювання даного мікрооточення.

5, Очистка та характеристика Mn-залежної пероксидази із 

гриба білої гнилі Ganoderma colossum.

Вважають, що ключовим ферментом в лігнінолітични;; комп­

лексах, в яких відсутня лігніназа, є Mn(11 )~залежна перокеи- * 

даза (Леонтьсвский и др, 1990).

На першій стадії очистки МрП із лігнінолітично; культури 

гриба Є. colossum використана високоефективна рідинна хрома­

тографія (HPLC) на аніонообмінній колонці "9- смги ьі£. ",



завдяки чому вдалося відділити пігменти та лакказу, вихід 

МрП склав 39Л И  за активністю (табл. 3). 'Наступна стадія 

очистки, призначена для більш тонкого розділення препарату 

МрП, включала «видку білкову рідинну хроматографію (FPLC) на 

сильному аніонообміннику Mono Q (HR 5/5). Остаточно 27'/. 

вихідної активності було одеріано як чистий фермент (табл. 

3). SDS - електрофорез свідчив про гомогенність ферменту, 

який мав молекулярну масу 47 кДі.Ізоелектрична точка фермен­

ту дорівнювала 3,0.

Табл. 3.
Схема очистки Мп-заленної пероксидази із Ganoder»a colossum
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Об'єм, Акт., .Акт., Вихід,
Етап очистки мл од/л од У.

Культуральний екстракт 900 258 232,2 100
Ультрафільтрація,
йиісоп, РМ-10 (10 кДа) 1,8 85500 153 65,9
Іонообмінна хроматогр.
Q-cartridge (Bio-Rad) 1,5 80467 90,7 39,1
Диультрафільтрація,
Йиісоп, РМ-30 (30 кДа) 0,1 798000 71,8 30,9
Іонообмінна хроматогр..

7912*50Mono Q (Pharmacia) 0,08 63,3 27,3

* активність МрП вимірювали по окисленню 2,6-диметоксифенолу

Дослідження субстратно! специфічності МрП проводили на 

типових субстратах МрП, лаккази та лігнінази (табл. 4). Фер­

мент проявляв абсолютну залеиність від Мп , як і всі 

виділені раніше МрП із лігнінолітичних культур грибів білої 

гнилі (Johansson et al, 1987; Forrester .et al, І990). МрП 

окислювала фенол червоний, АБТС, сирингальдазин, 2,6-диме- 

токсифенол лише в присутності Н*.0я., то підтвердвуе перокси- 

дазну природу ферменту. не вимагався як ко-субстрат



при окисленні NflDH. В даній реакції проявляються оксидазна 

та НіОг- генеруюча властивості ферменту (Ііеккер, 1993). Го- 

мовератрова кислота, вератриловий та ваніліновий спирти (ти­

пові субстрати лігнінази) не окислювались Mn(II)-зале*ною 

пероксидазою.
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Табл. 4 Субстратна специфічність Мп-залекної пероксидази Із 

£anoder«a colossun. Мів, п =5

субстрат нм
-і -* 
М см

-f ч
дА хв л

в і дн. од

йктивність, 
-і -і

шМ хв л

ЙБТС 420 36000 58,5*2,5 12975*549

сирингальдазин 525 65000 83,2*1,6 10233*190

фенол червоний * 610 невідом 13.9*0,1

2,6-диметоксифенол 470 10500 48,2*0,1 385.60*20

NfiDH 340 В220 90,3*4.2 119900+5270

вератриловий спирт 310 9300

ваніліновий спирт 310 9300

гомовератрова кислота 310 9300

Реакційна сумін (0,8 мл) містила 0,2 мМ MnSflif, 0,1 івН субст­

рат, 50 юМ Na-лактатний буфер, рН4,7 то 0(1 м.п МрП. Реакцію 

починали додаванням 1 мМ HjOjTa проводили при 20* С на заз­

начених в таблиці довнинах хвиль.

* реакцію припиняли через 5 хв додаванням 5 jnn 5н МаОН 

(Glenn et. a l , 1985 ).
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ОСНОВНІ РЕЗУЛЬТАТИ 1 ВИСНОВКИ.

1. Одержані активні мультиферментні комплекси гідролітичних 

та лігнінолітичних ферментів та визначені оптимальні умови 

ферментоутворення при твердофазній ферментації вищих ба­

зидіальних грибів на рослинних полісубстратах.

2. Вперше в умовах твердофазної ферментації грибів білої 

гнилі на лігноцелюлозних полісубстратах показана азот-залекна 

регуляція активностей фенолоксидаз.

3. У результаті скринінгу 37 штамів вищих базидіоміцетів се­

лективно відібрані штами Phellinus igniarius, BKMF 386 та 

Pleurotus floridae, ИБК 338, яким властиві високі активності 

фенолоксидаз; визначений компонентний склад ї/ лігнінолітич­

них ферментних комплексів при різних способах культивування 

та ступінь деградації рослинного полісубстату^

4. Встановлено індукуючий вплив препаратів лігніну (індуліну 

ОТ і целолігніну) на лігнінолітичний ферментний комплекс 

Pleurotus floridae. При цьому рівні активностей Мп(ІІ)-за-

■ леяноі пероксидази та лаккази залежали від розподілу високо- 

та низькомолекулярних фракцій в препаратах лігніну.

5. Вперше вивчено вплив поверхнево-активних речовин (ПАР) 

різ'ної іонної природи та концентрацій в середовищі на актив­

ності лігнінолітичних ферментів грибів білоі гнилі 

(Phellinus igniarius та Pleurotus floridae). Встановлено, що 

неіоногенні ПАР Твін-80, Твін-40 j аніонна ПАР сульфонол 

стимулювали активності лігнінолітичних ферментів, катіонна 

ПАР етоній діяла на них селективно. Показано збільшення сек- 

реиіі позаклітинних білків за дії ПАР максимально на 35%, і 

активностей лігнінолітичних Ферментів - в 0,3- 3,6 разів за­

лежно від іонної природи ПАР та її концентрагії. Виявлено 

вплив сульфонолу на ізоферментний спектр Mn(II )-залежної пе-
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роксидази із Phellinus і gn і аг I us.

6. Знайдена більша ефективність дії ПАР стосовно підвищення 

активності лаккази в 1,8, a Mn( 11 )-залежної пероксидази - в

1,6 разів для твердофазного культивування Pleurotus floridae 

порівняно із культивуванням на синтетичному середовищі, що 

не підтвердвено для пероксидази.
t

7. Вперше очищена Mn( І П-залевна пероксидаза Із гриба 

Ganoderna c o Io s s u b ; визначені її біохімічні характеристики, 

субстратна специфічність.«
8. Показана мовливість раціонального використання побічних 

продуктів переробки олійних культур (нерозчинного залишку 

соєвого шроту, лушпиння насіння соняшнику та оболонок 

насіння сої) в якості основних компонентів пошивних середо­

вищ для твердофазного культивування дереворуйнупчих ба­

зидіоміцетів.
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Домбровская Е.Н. Свойства лигнинолитических и гидролити­

ческих мультиферментных систем дереворазрутающих базидиоми- 
цетов.

Рукопись диссертации на соискание цченпй степени кандидата 
биологических наук по специальности 03.00.04 - "Биохимия", 
Черновицкий госуниверситет, г. Черновцы, 1394.

Защищается 8 научных работ, содеряащих исследования лиг­
нинолитических и гидролитических мультиферментних комплексов 
при твердофазной и погру*енной ферментации дереворазрувающих 
базидиомицетов, Впервые очищена Mn(II )-зависимая пероксидаза 
из гриба белой гнили Ganoderma colossun; определены eg био­
химические характеристики, субстратная специфичность. Уста­
новлено, что поверхностно-активные вещества различной ионной 
природы селективно влияют на лигнинолитические ферментные 
комплексы селективно отобранных грибов белой гнили 
(Phelllnus IgniaHus и Pleurotus floridae). Показана большая 
эффективность действия ПАВ относительно повышения активности 
лакказв в 1,8, а Mn-зависимой пероксидазн - в 1,6 раз для 
твердофазного культивирования Pleurotus floridae по сравне­
нию с культивированием на синтетической средс, что не подт- 
верядено для пероксидазы. В условиях твердофазной фермента­
ции грибов белой гнили на лигноцеллюлозиых полисубстратах 
показана азот-зависимая регуляция активностей фенолоксидаз.

Helen N. Dombrovskaya Properties of ligninolytlc and 
hydrolytic multienzyme systess of wood-rotting fungi.

П dissertation submitted for the decree of Candidate of 
Biological Sciences, specialization 03.00.04 - Biochemistry, 
Chernovtsy State University, Chernovtsy, 1994.

8 scientific publications are defended, containing the 
research of ligninolytlc and hydrolytic multienzyme 
complexes under solid-state and submerged fermentation of 
Hood-rotting fungi. For the first time the йп(II)-dependent 
peroxidase fro* tne white-rot fungus Ganoderma colossum has 
been purified: its biochemical properties and substrate
specificity have been determined. Tne selective influence of 
different ionic nature surfactants on ligninolytlc enzyme 
complexes of selected white-rot fungi (Phelllnus Ignlarlus 
and Pleurotus floridae) has been shoun. Higher efficiency of 
surfactants’ influence in relation to increasing activity of 
laccase by 1,8 times; Mn-dependent peroxidase - by l.G times 
during solid-state fermentation comparing to Pleurotus 
floridae cultivation on synthetic medium has been shoun, 
uhich has not been proved for> peroxidase activity. Hitrogen- 
dependent regulation of phenoloxidage activities during 
solid-state fermentation of uhite-rot fungi on by- products 
of cil-bearing crops processing has been shoun.

К л в ч р П  глова: сриби білої гнилі, лігнінолІтичн! фермен 
ти, лакка.ча, Мгі( 11 )-зллеіна пепоксидаза, монофенолмонопкси- 
геназз, нелобіозохінонооксидоредуктаза, побічні продукти пе- 
рецобки опійних -культур, біодеградація, пі:ринінг проду 
центів, препарати лігніну, індукція, поверхнево-активні ре­
човини, Імобілізація міцелію, гідролітичні ферменти.ТИЧН1 фермг
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