Исследование кинетики накопления олигосахаридов в процессе культивирования гриба Penicillium verruculosum
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Целлюлолитические ферменты, осуществляющие биодеградацию целлюлозы, занимают центральное место в круговороте органического углерода. Основными микроорганизмами, продуцирующими целлюлазы, являются микроскопические грибы. Целлюлоза растительной биомассы представляет собой практически неисчерпаемый источник возобновляемого сырья, которое может быть конвертировано ферментативным путем в простые сахара, которые, в свою очередь,  являются незаменимым сырьем для микробиологических процессов получения жидких и газообразных видов топлива (этанола, бутанола и др.), аминокислот, органических соединений различных классов, в том числе дикарбоновых кислот, антибиотиков и т.д.[1]
Известно, что секреция целлюлаз микромицетов индуцируется целлюлозой и различными олигосахаридами. Так, например, софороза является хорошим индуктором для T. reesei [2], гентиобиоза – для P. purpurogenum [3]. Известны также примеры индукции ферментов целлобиозой, ламинарибиозой, лактозой и др. Механизм индукции и регуляции целлюлаз в Penicillium verruculosum не был изучен так тщательно, как для других штаммов. Данная работа направлена на изучение процесса индукции целлюлаз в Penicillium verruculosum.
 Культивирование штаммов P. verruculosum проводили на  дрожжевом экстракте и соевой муке c добавлением микрокристаллической целлюлозы. Образцы культуральной жидкости, полученные в процессе ферментации, отбирали через каждые 24 часа в течение 144 часов.  Качественный и количественный состав сахаров определяли с помощью метода анионообменной высокоэффективной жидкостной хроматографии с использованием хроматографа Agilent 1100 с электрохимическим детектированием с использованием колонки РА 100 с соответствующей предколонкой. Время анализа образца составляло 55 минут со скоростью потока 1 мл/мин. Элюирование олигосахаридов проводили в градиенте концентраций 0-0,3М ацетата натрия, в 0,1М растворе гидроксида натрия. Концентрацию белка в культуральной жидкости определяли методом Лоури [1]. Активность целлюлаз в культуральной жидкости определяли по накоплению восстанавливающих сахаров в течение 5 минут для карбоксиметилцеллюлозы и 10 минут для ксилана. Также определяли β-глюкозидазную и целлобиогидролазную активности по пара-нитрофенилглюкопиранозиду и микрокристаллической целлюлозе соответственно [1].
***

Исходя из полученных данных, можно сделать предположение о том, что целлобиоза индуцирует биосинтез β-глюкозидаз, а накопление в среде белка зависит от наличия в среде гентиобиозы.
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