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НАКОПЛЕНИЕ НУКЛЕАЗ И ФОСФАТАЗ В ПРОЦЕССАХ 
ПРОМ Ы Ш ЛЕН НОГО КУЛЬТИВИРОВАН И Я Ш ТАММОВ- 

П РО  ДУЦЕНТОВ ГИДРОЛИТИЧЕСКИХ ФЕРМ ЕНТОВ

The ability of hydrolyzing enzymes fungi-producers for the syn-
thesis of intracellular nucleases and phosphatases was examined. Ac-
tivities of nucleases and phosphatases were found to vary with cultures 
growth. It was shown that fungus Aspergillus awamori which is used 
as a glucoamylase producer synthetizes a relatively large amount of in-
tracellular nuclease:

Нуклеозиды, входящие в состав РНК, являются исходным сырь-
ем для синтеза ценных лекарственных препаратов. Это препараты сер-
дечно-сосудистого действия, противовирусные, противоопухолевые, 
противомикробные средства, иммуностимуляторы, ■ антидепрессанты, 
противоболевые агенты [1-5].

Наиболее удобным и доступным методом промышленного по-
лучения индивидуальных рибонуклеозидов является гидролиз РНК 
[6]. Ферментативный гидролиз РНК до нуклеозидов осуществляется 
под действием двух групп ферментов: нуклеаз и фосфатаз.

Цель настоящей работы - изучение динамики накопления нук-
леаз и фосфатаз в процессах промышленного культивирования штам- 
мов-продуцентов гидролитических ферментов.
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В работе использовали штамм Aspergillus awamori, являющийся 
продуцентом глюкоамилазы и ксиланазы, и штамм Trichodemia reesei, 
используемый в качестве продуцента целлюлазы. Для получения этих 
ферментов использовался глубинный способ культивирования проду-
центов на крахмалсодержащей среде в промышленном ферментаторе 
объемом 50 м3 при температуре 34-36 °С механическим перемешива-
нием и аэрацией ферментационной среды. Процесс вели до выхода 
гидролитической активности культуральной жидкости (КЖ) на посто-
янный уровень. Отбор КЖ для анализа осуществляли через каждые 8 
часов, начиная с 20-30 часов от начала ферментации. Для определения 
нуклеазной и фосфатазной активности биомассы грибов отделяли 
фильтрованием.

Активность нуклеазы и фосфатазы в биомассе определяли при 
pH 5,0 и температуре 60 °С. Определение нуклеазной активности про-
водили методом спектрофотометрического анализа неосаждаемых 
этанолом продуктов гидролиза дрожжевой РНК [7]. Активность фос-
фатаз определяли методом расщепления п-нитрофенилфосфата 
(“Fluka”) [8].

На рис. 1 представлены данные о накоплении внутриклеточных 
иуклеаз в процессе промышленного культивирования штаммов- 
продуцентов гидролитических ферментов в сравнительном аспекте.

В процессе ферментации в биомассе продуцента глюкоамилазы 
(кривая 1) накапливаются РНК-гидролизующие ферменты. Максимум 
активности иуклеаз' наблюдается через 80-100 часов от начала фер-
ментации. В этот период активность нуклеаз в биомассе достигает 
180-200 ед./мг сухих веществ (СВ). Далее величина удельной активно-
сти несколько снижается. К концу ферментации ее уровень вновь по-
вышается.

Динамика накопления нуклеазы культурой гриба Asp. awamori, 
используемой в качестве продуцента ксиланазы (кривая 2), имеет ана-
логичный характер с кривой накопления нуклеазы этим же штаммом в 
процессе биосинтеза глюкоамилазы, но активность ксиланазы в КЖ 
достигает максимума через 60-70 часов от начала ферментации, что 
несколько быстрее, чем при получении глюкоамилазы. Возможно, что 
при продолжении ферментации также проявился бы двухфазный ха-
рактер кривой накопления нуклеаз.
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Рис. 1. Динамика накопления нуклеаз в процессе промышленного культиви-
рования штаммов-продуцентов гидролитических ферментов: 1 - культура 

Asp.awamori, процесс биосинтеза глюкоамилазы; 2 - культура Asp.awamori, 
процесс биосинтеза ксиланазы; 3 - культура Trichoderma reesei, процесс био-

синтеза целлюлазы

Уровень экспрессии нуклеаз культурой гриба Trichoderma reesei 
в процессе ферментации (кривая- 3) существенно ниже, чем у преды-
дущего продуцента. Некоторое повышение нуклеазной активности 
обнаруживается через 60-70 часов от начала ферментации, в целом же 
активность внутриклеточных нуклеаз в биомассе продуцента целлю-
лазы находится на уровне 60 ед./мг СВ.

Описанные в литературе продуценты нуклеаз накапливают дан-
ный фермент в количестве 200-300 ед. активности на 1 мг АСВ [7, 9]. 
Таким образом, культура гриба Asp. awamori, используемая как про-
дуцент глюкоамилазы, проявляет достаточно высокую нуклеазную 
активность.

На рис. 2 представлены данные о накоплении внутриклеточных 
фосфатаз в процессе промышленного культивирования штаммов- 
продуцентов гидролитических ферментов.

Как видно из рис. 2, фосфатазы накапливаются культурами во 
всех исследуемых процессах. Культура гриба Asp. awamori в процес-
сах биосинтеза глюкоамилазы и ксиланазы (кривые 1 и 2) накапливает 
фосфатазы на уровне не более 20-25 ед./мг СВ. Особый интерес пред-
ставляет динамика накопления фосфатаз культурой гриба Trichoderma
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reesei в процессе биосинтеза целтолазы (кривая 3). На протяжении 
всей ферментации фосфатазная активность биомассы продуцента дос-
таточно высокая (25-40 ед./мг СВ). Максимум активности фосфатаз 
наблюдается через 40-60 часов от начала ферментации. В этот период 
величина удельной активности превышает 40 единиц, что почти в 2 
раза больше, чем величина активности фосфатаз у продуцента глю-
коамилазы и ксиланазы.

Рис.2. Динамика накопления фосфатаз в процессе промышленного культи-
вирования штаммов-продуцентов гидролитических ферментов: 1 - культура 
Asp. awamori, процесс биосинтеза глюкоамилазы; 2 - культура Asp. awamori, 
процесс биосинтеза ксиланазы; 3 - культура Trichoderma reesei, процесс био-

синтеза целлюлазы

В целом полученные данные по активности РНК-гидролаз в 
сравнении с литературными данными по используемым для гидролиза 
РНК ферментным комплексам позволяют сделать вывод, что штамм 
Asp. awamori, используемый в качестве продуцента глюкоамилазы, 
накапливает нуклеазы в таком же количестве, как и продуценты РНК- 
гидролизующих ферментов [7, 9], а фосфатазы* - в несколько меньшем 
количестве [7, 10]. Культура гриба Trichoderma reesei накапливает 
фосфатазы на уровне 30-40 единиц активности, однако это несколько 
ниже уровня активности продуцентов фосфатаз.

На накопление тех или иных ферментов влияют многие факто-
ры, в частности состав питательной среды, температура, pH, которые в 
данном случае подобраны с точки зрения накопления целлюлазы и
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глюкоамилазы. Возможно, при специальном подборе условий культи-
вирования и оптимизации состава питательной среды уровень экс-
прессии РНК-гидролизующих ферментов в биомассе изученных куль-
тур может быть повышен. В целом культуры Asp. awamori и
Tricfiodema reesei представляются перспективными для направленно-
го биосинтеза нуклеаз и фосфатаз, а их биомассы, получаемые в про-
цессах биосинтеза глюкоамилазы и целлюлазы в промышленных усло-
виях, можно рассматривать как перспективные источники для практи-
ческого использования нуклеаз и фосфатаз.
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МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЙ СИНТЕЗ 4,5-ЭПОКСИНОНАНА

The synthesis of 4,5-epoxynonane by P.aeruginosa, P.fluorescens 
from nonene-4 and by S.cerevisiae, L.kefir from 5-chloro-4-nonanone 
and by R.glutinis from 4-chloro-5-nonanone was carried out.

Среди многообразия микроорганизмов можно выделить 2 груп-
пы, обладающие окислительным и восстановительным типами мета-
болизма. К первым относятся микроорганизмы, участвующие в аэроб-
ных процессах, среди которых следует выделить процессы биодегра-
дации (полного окисления) органических субстратов до С 02 и Н20  и 
биотрансформации (неполного окисления) органических субстратов, 
ведущей к. образованию кислот, спиртов, кетонов, оксиранов и др. 
Микроорганизмы с восстановительным типом метаболизма, участвуя 
в анаэробных процессах, биодеградируют и биотрансформируют орга-
нические субстраты с образованием метана, сероводорода или аммиа-
ка в первом случае и парафинов, спиртов, эфиров -  во втором.

Эти факторы необходимо учитывать при разработке технологии 
микробиологического получения ценных химических веществ. В этом 
аспекте представлялось интересным изучить возможности получения 
оптически активных эпоксидных соединений, находящих широкое 
промышленное применение, с использованием микроорганизмов, об-
ладающих окислительным и восстановительным типами метаболизма. 
Эпоксидные соединения применяются в производстве полимеров,
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