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В Ы Д Е Л Е Н И Е  И  О Ч И С Т К А  Ф Е Р М Е Н Т А  Л И П А З Ы  М Н Ц Е Л И А Л Ь Н Ы Х  Г Р И Б О В

Р О Д А  ASPERGILL US

The work include materials on the resiving and purification o f  lipase by Aspergillus awamori. This 

lipase is extracted from the culture medium o f  Aspergillus awamori.

Мировой рынок ферментных препаратов 

является одним из наиболее прибыльных, ста-

бильных и быстроразвивающихся.
Одним из промышленно важных ферментов, 

продуцируемых микроорганизмами, являются 

липазы (К.Ф. 3.1.1.3. -  триацил-глицеролгид- 
ролазы), которые интенсивно исследуются во 
всем мире.

Ввиду их относительно широкой суб-
стратной специфичности липазы использу-
ются с целью гидролиза разнообразных суб-
стратов липидной природы. Это позволяет 
применять их прежде всего в тех областях, 
где необходим частичный или полный гид-
ролиз жировых веществ: в фармацевтиче-
ской промышленности, в животноводстве, в 

текстильной, химической промышленности 
и т. д.

Большое количество микроорганизмов спо-
собно утилизировать натуральные масла и жи-
ры в качестве источника углерода для своего 
роста. Ферментами, ответственными за расще-
пление масел и жиров, предшествующее усвое-
нию их микроорганизмами, являются липазы, 
которые катализируют гидролиз триглицеридов

[1,4, 5].
Наиболее перспективным источником ли-

паз являются микроорганизмы, так как жи-
вотное и растительное сырье не могут удов-
летворить растущую потребность в этих 
препаратах.

Микроорганизмы, синтезирующие липоли-
тические ферменты, широко распространены в 
природе. Продуцентами липаз являются многие 
микроорганизмы, относящиеся к различным 

таксономическим группам: бактерии, плесне-
вые грибы, актиномицеты, дрожжи.

Для масштабного использования рекомен-
дуются микроскопические грибы.

К грибным продуцентам липазы отнесены 
многочисленные представители рода Aspergillus: 
A. niger, A. flavus, A. fumigatus, A. luchuensis, 
A. awamori, A. ferricola, а также Rhizopus, 
Geotrichium, Penicilium, Mucor, Oospora, Hu- 
mikola.

В настоящей работе использована культу-

ра мицелиального гриба A awamori. A. awa-
mori оказалась активным продуцентом липо-
литических ферментов, культурой,которая по 

сравнению с другими видами плесневых гри-
бов имеет ряд преимуществ. Она отличается

высокой способностью синтези-ровать внекле-

точную липазу при глубинном культивирова-

нии. Кроме того, A. awamori обеспечивает ста-
бильный рост на среде, содержащий в качестве 
источника углерода сам индуктор синтеза ли-

пазы [1].
Культура выращивалась глубинным спосо-

бом на качалке с числом оборотов 200 в мин 
при температуре 25-30°С. Основное назначе-
ние качалки не только аэрация, но и эмульги-
рование масла, которое разбивается на много-
численные мелкие частицы, что делает масло 
более доступным для микроорганизмов. Время 

культивирования 72 ч (трое суток), pH 7,0-7,2. 

Использовали среду Чапека.
Для определения липолитической активно-

сти использовали титрометрический метод Ота 
и Ямада, основанный на определении свобод-
ных жирных кислот, образующихся при фер-

ментативном гидролизе 40%-ной эмульсии 

оливкового масла.
1. П е р в и ч н а я  о ч и с т к а  к у л ь т у р а л ь н о й  

ж и д к о с т и

Культуральную жидкость центрифугирова-
ли при 3000 об/мин, после чего фугат фильтро-
вался через бумажный фильтр.

Далее фильтрат центрифугировался вто-
рично при 8000 об/мин После чего фугат 
вновь фильтровался через бумажный фильтр 
для удаления осадка меньшей плотности, чем 

сам фугат.

2. О с а ж д е н и е  п р е п а р а т а  с л и п о л и т и ч е -

ск о й  а к т и в н о с т ь ю

Метод основан на осаждении белковых 

молекул из жидкостей путем их высаливания 
различными веществами как органического 

(например, ацетон), так и неорганического 
(ацетат свинца) происхождения. При этом 
некоторые осадители обладают специфично-
стью в данном процессе (изопропиловый 
спирт).

В качестве осадителей белка липазы из 
культуральной жидкости в эксперименте был 

исследован ряд общеизвестных высаливающих 
агентов: изопропиловый спирт, ацетон, ацетат 

свинца, сульфат аммония, аммиак, этиловый 
спирт.

Очищенную культуральную жидкость по-
мещали в пластиковую пробирку для центри-
фуги и приливали осадитель в различных объе-
мах (см. табл. 1).
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Т а б л и ц а  1

А к т и в н о с т ь  э к с т р а ц ел л ю л я р н о й  л и п а зы  A. awam ori п р и  о ч и ст к е  

ее  п у т е м  О саж дения р а зл и ч н ы м и  о са д и т ел я м и

Осадитель* Масса белка пробы, г

Липолитическая 
активность 
пробы (ЛА)

Средняя ЛА/мг белка

Изопропиловый спирт 1 : 4 0,006 75 266 39,4±0,3

То же 1 : 2 0,001 74 43,30 24,8±0,3

Ацетон 1 : 2 0,001 78 43,30 24,4±0,2

То же 1 : 1 0,001 91 37,13 19,5±0,2

Ацетат свинца 1 : 0,1 0,008 26 192,0 23,2±0,2

То же. 1 : 0,05 0,003 39 74,25 21,9±0,3

Этиловый спирт 1 : 2 0,003 01 - -

То же 1 : 1 0,002 20 - -  ■

Сульфат аммония 1 : 0,5 0,002 95 9,0 3,1±0,3

То же 1 : 0,2 0,001 74 - -

Аммиак 1 : 2 0,001 13 24,75 21,8±0,3

То же 1 : 1 0,000 76 12,40 16,3±0,2

* После названия осадителя указано соотношение концентрат : осадитель.

Пробирки оставляли в холодильнике на 
сутки. Далее смесь центрифугировали 30 мин 
(по секундомеру) при 8000 об/мин. После 

проводили разделение осадка и надосадочной 
жидкости.

Все пробы с надосадочными жидкостями, 
полученными после осаждения, липолитиче-
ской активности не проявили, что 

свидетельствует об отсутствии активного 

фермента в концентрате КЖ. Неодинаковая 
активность осадка при использовании 
различных осадителей свидетельствует о 

влиянии его природы на процесс обратимости 
денатурации данного фермента.

По данным табл. 1 видно, что изопропи-
ловый спирт проявляет себя как наиболее вы-
годный осадитель, доказывая свою специ-
фичность.

Далее осадок, полученный с помощью изо-

пропилового спирта, был растворен в 5 см3, 

фосфатного буфера. Активность растворенного 

в буфере осадка оказалась равной активности 

культуральной жидкости, что свидетельствует 

о полном осаждении липазы A. awamori из 

культуральной жидкости изопропиловым спир-

том в соотношении 1 : 4.

Это позволяет применять его в ходе очист-

ки экстрацеллюлярной липазы гриба A. awa-
mori из культуральной жидкости до степени 
очистки ГЗх в пропорциях 1:4.

3 . Г е л ь -х р о м а т о г р а ф и я  п р еп а р а т а  с  л и -

п о л и т и ч ес к о й  а к т и в н о с т ь ю

Хроматографию проводили на колонке 

1,2 х 75 см с гелем ТОYOPEARL HW-55, ско-

рость элюирования 1 мл/(мин ■ см2), элюент -  

0,1 М фосфатный буфер (pH 7,0), фракции по 

3,5 см3 собирали в коллекторе FRACTION 

COLLECTOR FCC 61, элюент подавали с по-

мощью перистальтического насоса НП-1М. 

Объем наносимой пробы 1 см3.

Калибровку колонки проводили, пропуская 
через нее белки с известной молекулярной мас-
сой -  гемоглобин крупного рогатого скота 
(64 кДа), овальбумин (45 кДа), пепсин (32,7 кДа), 

цитохром С (11,7 кДа), и определяли объемы 
элюции для каждого из них.

Концентрированную форму липолитического 

препарата в количестве 1 см3 нанесли на колонку 
и элюировали 0,1 М фосфатным буфером. В каж-

дой пробе элюата определяли поглощение при 

260 и 280 нм, а также измеряли липолйтическую 

активность каждой пробы (см. табл. 2).

Как видно из табл. 2, активность проявляет-

ся только в двух «рядом стоящих» пробах, что 
свидетельствует о наличие только одного белка 

с липолитической активностью в препарате.
В силу того что молекулярная масса данно-

го белка составляет около 60 кДа, было сделано 

предположение о субъединичности структуры 
данного белка.
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П о г л о щ е н и е  и л и п о л и т и ч е с к а я  а к т и в н о с т ь  о т д ел ь н ы х  ф р а к ц и й  б ел к о в  

из к о н ц е н т р и р о в а н н о г о  п р еп а р а т а  л и п а зы  и з К Ж  A. awam ori

Т а б л и ц а  2

№ пробы
Поглощение 
при 260 нм

Поглощение 
при 280 нм

Объем 
пробы, см3

Объем 
элюата, см3

Липолитическая 
активность, ед.

1 &065 0,060 3,40 3,40 -

2 0,095 0,050 3,45 6,85 -

3 0,085 0,050 3,50 10,35 -

4 0,040 0,050 3,55 13,90

5 0,065 0,050 3,55 L_,. 17,45 -

6 0,065 0,050 3,60 21,05 -

7 0,06 0,045 3,40 24,45 -

8 0,254 0,210 3,40 27,85 -

9 0,900 0,850 3,50 31,35 -

10 0,165 0,150 3,50 34,85 -

11 0,095 0,085 3,40 38,25 -

12 0,100 0,110 3,60 41,85 -

13 0,230 0,370 3,60 45,45 !»

14 0,490 0,850 3,50 48,95 970±30

15 0,400 0,630 3,45 52,40 720±25

16 0,280 0,340 3,60 56,00 -

17 0,400 0,370 3,60 59,60 -

18 0,740 0,580 3,60 63,20 , ■

19 0,650 0,550 3,59 66,79 -

20 0,480 0,430 3,60 70,39 -

21 0,590 0,420 3,60 73,99 ’ -

22 0,620 0,400 3,60 77,59 -

23 0,340 0,250 3,60 81,19 -

24 0,290 0,185 3,59 84,78 -

25 0,210 0,155 3,45 88,23 -

26 0,185 0,140 3,60 91,73 -

27 0,150 0,120 3,60 95,43 -

28 0,145 0,110 3,65 99,08 -

29 0,140 0,105 3,62 102,70 -

30 0,120 0,090 3,40 106,10 -

Таким образом, с целью разделения белка 
на отдельные субъединицы выделенные фрак-
ции, обладающие липолитической активно-
стью, инкубировали в 6 М растворе мочевины 

(мочевина марки о.с.ч.) в течение 24 ч. Далее 
полученный раствор в количестве 1 см3 наносили 
на хромагаграфическую колонку и разделяли та-
ким образом отдельные полипептиды.

В качестве носителя в данном случае ис-
пользовали 6 М раствор мочевины. Для данно-
го вида носителя также был составлен калибро-
вочный график.

Однако липолитическая активность не была 
обнаружена ни в одной из фракций. Таким обра-
зом, сделано предположение о том, что каждая 
отдельная субъединица не способна проявлять

липолитическую активность самостоятельно ли-
бо 6 М раствор мочевины денатурирует субъеди-
ницы фермента липазы из A. awamori.

4. Э л е к т р о ф о р е з  п р е п а р а т о в  с л и п о л и т и -

ч еск о й  а к т и в н о с т ь ю  и и х  су б ъ ед и н и ц

Для определения чистоты полученных фер-
ментных препаратов, а также определения мо-
лекулярных масс составляющих их субъединиц 

был проведен электорофорез фракций, обла-
дающих липолитической активностью, а также 
субъединиц белков, составляющих данные 
фракции.

Электорофорез проводился на пластинах раз-
мером 10 х 10 см в 12%-ном полиакриламидном 
геле при напряжении 245 В и силе тока 24 А. 
pH 7,0 поддерживался фосфатным буфером.
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Рисунок. Электрофореограмма липолитическй активных фракций 
белков и их субъединиц

В качестве белков сравнения использо-
вался стандарт фирмы Fluca для электрофоре-
за с белками молекулярной массы 94, 67, 49 и 
32 кДа.

Результаты электрофореза представлены на 
рисунке.

Как видно из рисунка, липаза A. awamori об-
ладает молекулярной массой ~60 кДа и имеет' 
субъединичную структуру.
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