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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность темы. Хитозан - линейный β-1,4-сополимер D-глюкозамина и N-ацетил-

D-глюкозамина,  получаемый  щелочным  деацетилированием  хитина,  второго  по

распространенности  в  природе  полисахарида  после  целлюлозы  (Beier,  Bertilsson,  2013).

Благодаря своим уникальным физико-химическим свойствам, экологической безопасности и

разнообразной биологической активности хитозан находит все более широкое применение в

различных областях медицины, пищевой промышленности и сельского хозяйства (Lee et al.,

2013; Muxika et  al.,  2017;  Варламов  с  соавт.,  2020).  Однако,  слабая  растворимость  при

нейтральных  значениях  pH  и  высокая  вязкость  растворов  хитозана  ограничивают  его

практическое использование (Aam et al., 2010; Lodhi et al., 2014; Cheung et al., 2015; Brasselet

et al., 2019). Одним из перспективных способов улучшения функциональных характеристик

хитозана является его ограниченный ферментативный гидролиз с помощью специфических и

неспецифических  гидролаз  (Xia et al.,  2008;  Jung,  Park,  2014;  Poshina et al.,  2018,  2020).

Преимущества ферментативной деструкции этого биополимера заключаются в возможности

контроля протекаемой реакции при мягких физико-химических условиях, ее упорядоченный

характер и отсутствие побочных продуктов, экологичности (Hamer et al., 2015;  Gohi et al.,

2017;  Kaczmarek et al.,  2019).  Хитоолигосахариды  (ХОС),  образуемые  при  гидролизе

высокомолекулярного хитозана, не образуют высоковязких растворов и растворимы в воде, а

в  некоторых  случаях  показывают  более  высокую  биологическую  активность  (Blanchard,

2003;  Thadathil,  2014;  Yin,  2009;  Naqvi,  Moerschbacher,  2015).  Кроме того,  ХОС являются

ценным  исходным  материалом  для  дальнейших  модификаций  химическими  или

ферментативными методами (Jung, Park, 2014). 

По  сравнению  с  неспецифическими  ферментами,  хитозаназы  (КФ  3.2.1.132)

осуществляют наиболее быстрый и глубокий гидролиз хитозана, что позволяет существенно

снижать  время  реакции  и  затраты  ферментного  препарата.  Тем  не  менее,  широкое

биотехнологическое применение микробных хитозаназ в настоящее время ограничено в силу

их  относительно  высокой  стоимости  и  небольшого  выбора  доступных  и  стабильных

продуцентов (Gohi et al.,  2017;  Brasselet et  al., 2019).  В связи с этим, актуальной задачей

остается  поиск  и  характеристика  новых  потенциально  «технологичных»  хитозан-

деградирующих  ферментов,  в  т.ч.  среди  хитинолитических  штаммов  бактерий  и

микромицетов. Сравнительная характеристика микробных хитозаназ и хитиназ и выявление

особенностей  деполимеризации  хитозана  этими  ферментами  будут  способствовать

совершенствованию разнообразных технологий получения целевых ХОС, различающихся по

молекулярной  массе,  характеру  распределения  ацетилированных  остатков  и  уровню

биологической активности. 
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Целью  настоящей  работы являлась  характеристика  внеклеточных  хитиназ  и

хитозаназ,  продуцируемых  штаммами  почвенных  эндоспорообразующих  бактерий  отряда

Bacillales и микромицета Penicillium sp. IB-37-2A и сравнительная оценка их эффективности

в  деполимеризации  хитозана  для  получения  водорастворимых  олигомеров,  проявляющих

антимикробную активность.

Задачи исследования:

1. Выявить  особенности  синтеза  хитиназ  и  хитозаназ  отобранными  штаммами

бактерий  и  микромицетов  и  оценить  влияние  физико-химических  параметров

культивирования на их рост и продуктивность;

2. Охарактеризовать  сравнительную  устойчивость  микробных  продуцентов

хитиназ и хитозаназ к биоцидному действию хитозана;

3. Выделить  с  помощью  методов  ультрафильтрации  и  жидкостной

хроматографии  хитозаназы  наиболее  активных  штаммов  и  охарактеризовать  их  физико-

химические и каталитические свойства;

4. Оценить  сравнительную  эффективность  деполимеризации  хитозана

ферментными  комплексами  исследуемых  штаммов  по  показателям  глубины  гидролиза,

выхода и молекулярно-массового распределения олигомерных продуктов.

5. Провести  сравнительный  анализ  антибактериальной  и  фунгицидной

активности  олигомеров,  образуемых  при  гидролизе  хитозана  гидролитическими

комплексами  и  очищенными  ферментами  исследуемых  штаммов  по  показателям

минимальной (МИК) и эффективной (ЭД50-90) ингибирующей концентрации. 

Научная  новизна  работы.  Впервые  проведено  сравнительное  исследование

деполимеризации  хитозана  со  степенью  деацетилирования  (СД)  85  и  50%  препаратами

микробных  хитиназ  и  хитозаназ  по  параметрам  молекулярно-массового  распределения

образуемых  олигомеров  и  интегральным  показателям  (МИК,  ЭД)  их  антимикробной

активности. Установлено определяющее влияние уровня секреции специфических хитозаназ

на  растворимость  образующихся  ХОС  и  их  бактерицидную  и  фунгицидную  активность.

Впервые  установлена  способность  представителя  энтомопатогенного  вида  Bacillus

thuringiensis B-387 к конститутивной продукции внеклеточной хитозаназы на базовом уровне

3,5-5  ед/мл.  Выявлено,  что  хитозаназа  B.  thuringiensis B-387  проявляет  более  узкую

субстратную специфичность по сравнению с хитозаназами штаммов Paenibacillus ehimensis

IB-739  и  Penicillium sp.  IB-37-2A.  Обнаружено,  что  основной  фермент  хитозан-

деградирующего  комплекса  гриба  Penicillium sp.  IB-37-2A является  экзо-1,4-β-

глюкозаминидазой, а хитозаназы штаммов бактерий B. thuringiensis B-387 и P. ehimensis IB-

739  действуют  на  внутренние  связи  полимера.  Установлено,  что  резистентность
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хитинолитических  штаммов  бактерий  и  микромицетов  к  высокомолекулярному  хитозану

положительно коррелирует (R2=0,99) с уровнем синтеза внеклеточных хитозаназ.

Теоретическая  и  практическая  значимость  работы. Подобраны  оптимальные

условия  синтеза  хитозаназ  штаммами  B.  thuringiensis B-387  и  Penicillium sp.  IB-37-2A в

лабораторных  условиях  глубинного  культивирования,  что  может  быть  использовано  для

дальнейшей  разработки  технологического  регламента  производства  этих  ферментов.

Выявлены  наиболее  значимые  факторы  и  параметры  культивирования,  способствующие

многократному  или  значительному  увеличению  продукции  хитиназ  и  хитозаназ

исследуемыми штаммами,  на  основании которых могут быть построены прогностические

модели их продуктивности при статистической оптимизации процесса культивирования.

Оптимизированы протоколы выделения хитиназ и хитозаназ исследованных штаммов;

разработана  схема  экспресс-очистки  эндохитозаназы  B.  thuringiensis B-387,  позволяющая

получать  электрофоретически  гомогенный  препарат  фермента  с  высокой  удельной

активностью  (37-50 ед/мг  белка)  для  снижения  степени  загрязнения  целевых олигомеров

микробными метаболитами.

Определены значимые параметры (фермент-субстратное соотношение, температура и

длительность  реакции)  деполимеризации  хитозана  СД  85%  ферментным  комплексом  B.

thuringiensis B-387  для  получения  водорастворимых  ХОС,  проявляющих  значительную

антимикробную активность in vitro. 

Методология и методы исследования.  Методология исследования основывается  на

использовании  системного  подхода,  включающего  классические  и  современные  методы

микробиологии, биохимии, энзимологии, молекулярной биологии и химии биополимеров, а

также  на  анализе  данных  отечественной  и  зарубежной  литературы.  Специфику  работы

определяет  не  объект,  а  предмет  исследований,  связанный  с  проблематикой

биотехнологического применения хитозана и его олигомеров.  Основной результат работы

видится в данных сравнительной эффективности хитозаназ почвенных штаммов бактерий и

грибов, которые могут применяться для получения биоактивных ХОС.

Основные положения, выносимые на защиту. 

1. Штаммы хитинолитических бактерий  B.  atrophaeus,  B.  thuringiensis,  Cohnella

sp. и  P.  ehimensis характеризуются сходным уровнем синтеза индуцибельных экзохитиназ,

которые не обнаружены в ферментном комплексе хитозан-деградирующего гриба Penicillium

sp. IB-37-2. 

2. Внеклеточные хитозаназы штаммов Penicillium sp. IB-37-2 и P. ehimensis IB-739

являются  индуцибельными  ферментами,  синтезируемыми  в  присутствии  хитозана  или

коллоидного  крабового  хитина,  а  хитозаназа  B.  thuringiensis B-387  –  конститутивный
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фермент, секретируемый на высоком уровне (3-4 ед/мл) в присутствии гидролизатов казеина

и лактоальбумина. 

3. Штаммы  с  высокой  секрецией  хитозаназ  характеризуются  максимальной

устойчивостью к антимикробному действию хитозана  СД 85% (МИК≥2 мг/мл),  при этом

ингибирующая концентрация хитозана показывает сильную взаимосвязь (R2=0,99) с уровнем

продуктивности штаммов.

4. Эндохитозаназы штаммов B. thuringiensis B-387 (Mw 40 кДа) и P. ehimensis IB-

739  (Mw 46  кДа)  и  экзохитозаназа  Penicillium sp.  IB-37-2A (Mw 41  кДа)  существенно

отличаются  по  кинетическим  характеристикам  (Vmax,  KM),  субстратной  и  реакционной

специфичности.

5. Ферментный  комплекс  B.  thuringiensis B-387  с  высокой  концентрацией

хитозаназы показывает максимальную скорость и глубину гидролиза хитозана СД 85% до

водорастворимых  олигомеров  (≤100  мг/мл),  проявляющих  антибактериальную  и

фунгицидную активность.

6. Деполимеризация хитозана со СД 85 и 50% ферментными препаратами всех

исследованных  штаммов  приводит  к  возрастанию  фунгицидной  активности  получаемых

олигомеров по сравнению с исходным полимером.

7. Фермент-субстратное  соотношение  и  время  реакции  гидролиза  хитозана

являются ключевыми параметрами, позволяющими регулировать показатели растворимости,

молекулярной массы и антимикробной активности образуемых ХОС с помощью хитозаназы

B. thuringiensis B-387.

Личный  вклад  автора.  Личный  вклад  автора  заключается  в  планировании  и

проведении экспериментов, обработке и анализе полученных данных, написании рукописи,

подготовке публикаций. 

Работа  выполнена  в  Уфимском  институте  биологии  Уфимского  федерального

исследовательского центра Российской Академии наук (г. Уфа). 

Степень  достоверности  и  апробация  результатов.  Достоверность  результатов

подтверждается  их  воспроизводимостью  и  обеспечивается  использованием  современных

методов микробиологии, энзимологии биополимеров, а также достоверностью  полученных

данных.  Основные  результаты  работы были  представлены  на  XIV  Международной

конференции «Современные перспективы в исследовании хитина и хитозана» (Севастополь,

2018),  VI  Всероссийской  конференции  с  международным  участием  «Экобиотех»,  (Уфа,

2019), IX Международном научно-практическом симпозиуме «Перспективные ферментные

препараты  и  биотехнологические  процессы  в  технологиях  продуктов  питания  и  кормов»

(Москва, 2019), IV Всероссийском микологическом форуме  (Москва, 2020). 
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Конкурсная поддержка работы. Исследования по теме работы поддержаны грантом

РФФИ в рамках научного проекта № 19-34-90119  по конкурсу «Аспиранты».

Публикации.  По теме диссертации опубликовано 13 научных работ,  в  том числе 8

статей  в  рецензируемых  научных  журналах,  входящих  в  Перечень  изданий,

рекомендованных ВАК  (из них 5 -  статьи в  журналах,  индексируемых в международных

научных базах данных WoS и Scopus).

Соответствие  работы  паспорту  научной  специальности. Научная

квалификационная работа  «Сравнительная характеристика и  потенциал  хитинолитических

ферментов  бактериального  и  грибного  происхождения  для  получения  биоактивных

хитоолигосахаридов» соответствует паспорту специальности 03.02.03 – «Микробиология». В

работе исследованы и охарактеризованы хитинолитические ферменты почвенных бактерий и

микромицетов.

Объем и структура работы.  Выпускная квалификационная работа изложена на 120

страницах машинописного текста  и содержит 18 таблиц и 31 рисунок.  Работа состоит из

введения, обзора литературы (глава 1), описания объектов и методов исследований (глава 2),

результатов  и  их  обсуждения  (глава  3),  заключения,  выводов  и  списка  цитируемой

литературы, включающий 205 ссылок, из них 45 – на русском языке.

Благодарности. Автор  выражает  глубокую  признательность  своему  научному

руководителю к.б.н., в.н.с., Актуганову Г.Э. за неоценимую помощь в выполнении данной

работы. 

СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
В работе использовали штаммы бактерий из коллекции УИБ УФИЦ РАН и ВКМ, а

также штамм микромицета  Penicillium sp.  IB-37-2A (депонирован в ВКМ под номером F-

4780).  В  качестве  тест-культур  для  оценки  бактерицидной  и  фунгицидной  активности

хитозана  и  ХОС использовали  штаммы условно патогенных  бактерий  и  фитопатогенных

микромицетов из тех же коллекций. Бактериальные культуры поддерживали пересевами на

агаризованной среде  LB, картофельном (КА) агаре,  а также на среде следующего состава

(г/л):  KH2PO4,  1;  K2HPO4 3H2O, 0,5; (NH4)2HPO4,  0,5;  MgSO4∙7H2O, 0,2;  CaCl2,  0,1;  пептон

ферментативный, 3; дрожжевой экстракт, 3; кукурузный экстракт, 1; коллоидный хитин, 5;

агар,  16,  рН  среды  ~6.5.  Штамм  Penicillium sp.  IB-37-2A и  тест-штаммы  микромицетов

поддерживали ежеквартальными пересевами на картофельно-глюкозном агаре (КГА) и агаре

Чапека.  Динамику  роста  в  глубинной  культуре  бактерий  определяли

спектрофотометрически  при  600  нм.  Интенсивность  роста  Penicillium sp. IB-37-2A
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определяли по выходу сухого мицелия в г на 1 л питательной среды.

Хитозаназную  и  хитиназную  активность  ферментного  комплекса  исследуемых

штаммов определяли по скорости накопления продуктов гидролиза растворимого хитозана

СД 85%, Мw=500 кДа и СД 50% Мw=300 кДа (ООО «Биопрогресс») и коллоидного крабового

хитина  (ООО  «Биопрогресс»  ТУ 64-14-170-89,  серия  №5),  соответственно  (Helistö  et al.,

2001).  Концентрацию  восстанавливающих  сахаров  в  реакционной  смеси  определяли

феррицианидным  методом  (Imoto,  Yagishita,  1971).  Кинетику  деполимеризации  хитозана

оценивали  по  снижению  кинематической  вязкости  раствора  полимера,  измеряемой  в

капиллярном  вискозиметре  ВПЖ-4  («Экохим»,  Россия)  с  диаметром  капилляра  0,82  мм.

Кинематическую  вязкость  (м2/с)  реакционной  смеси  рассчитывали  по  формуле

V=g/9,807×T×K,  где  g –  ускорение  свободного  падения  в  месте  измерения,  Т  –  время

истечения, К – постоянная вискозиметра, равная 0,03 мм2/с2.

Очистку  хитинолитических  ферментов  проводили  согласно  общей  схеме,

включающей  стадии  ультрафильтрации,  аффинной  сорбции,  а  также  ионообменной  или

гидрофобной хроматографии (рис. 1). 

Рис.  1.  Схема  основных  этапов  выделения  и  очистки  хитиназ  и  хитозаназ

исследуемых штаммов.

Хроматографическую  очистку  ферментов  проводили  с  помощью  системы  низкого

давления  BioLogic LP (“Bio-Rad”,  США).  Степень  гомогенности  и  молекулярную  массу

очищенных  ферментов  определяли  с  помощью  вертикального  денатурирующего

электрофореза  в  12,5%-ном  полиакриламидном  геле  (ПААГ)  по  Лэммли.  В  качестве

стандарта использовали набор рекомбинантных белков с интервалом молекулярного веса 5-

250 кДа (Thermo Scientific, США). 
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Продукты  ферментативного  гидролиза  хитозана  (СД 85%)  анализировали  методом

ТСХ  на  пластинах  (10×20  см)  с  алюминиевой  подложкой  Kieselgel 60  F254  (“Merck”,

Германия),  используя  в  качестве  элюента  смесь  н-бутанол–28%-ный  раствор  аммиака  –

метанол  -  вода  (5:4:2:1).  Для  визуализации  ХОС  пластины  обрабатывали  0,25%-ным

раствором нингидрина в ацетоне.  В качестве стандарта  использовали смесь олигомеров с

n=1-5 (“MegaZyme”, Ирландия). Молекулярно-массовое распределение олигомеров хитозана,

образуемых  при  действии  ферментных  комплексов  исследовали  с  помощью

высокоэффективной  жидкостной  эксклюзионной  хроматографии  (HP-SEC)  на  колонке

PolySep-GFC-P 4000 (Phenomenex, США) (7,8×300 мм) с предколонкой 5.0×2 мм. В качестве

элюента использовали уксусную кислоту (50 мМ) – ацетат натрия (150 мМ) (рН 5,1) при

скорости  потока  0,5  мл/мин,  температуре  30ºC и  давлении  2  MPa.  Колонку  калибровали

декстрановыми стандартами с молекулярной массой 1.08, 4.44, 9.89, 43.5, 66.7, 123.6 и 196.3

кДа  (Sigma,  США).  Цифровую  обработку  данных  проводили  с  помощью  программы

Chrom&Spec v. 1.6 (Ampersand Inc., Россия). 

Анализ антимикробной активности ферментативных гидролизатов хитозана СД 85% и

50%  проводили  в  стандартных  96-луночных  полистирольных  культуральных  планшетах

(Corning Inc.,  США).  Образцы  ХОС  подвергали  10-мин  обработке  при  100оС  и  затем

стерилизовали с помощью бактериальных фильтров 0,20 мкм (GVS, США). Инокуляты тест-

культур в  питательной среде (Δ0.05-0.10 ед ОП) вносили в  лунки в смеси с различными

концентрациями олигомеров в объеме 0,2 мл. Смеси инкубировали 24-48 ч при 30°С, затем

измеряли их оптическую плотность при 600 нм на планшетном спектрофотометре  EnSpier

(Perkin-Elmer,  США).  В качестве  контроля  использовали  образцы питательной  среды без

ХОС, а также среду с хитозаном, не подвергавшемся ферментативной обработке.  Степень

ингибирования  (%)  роста  бактерий  рассчитывали  с  помощью  формулы  СИ  =((ОПк-

ОПэ)/ОПк)×100,  где  ОПк и  ОПэ –  оптическая  плотность  среды  в  контрольных  и

экспериментальных вариантах,  соответственно.  Фунгицидную активность  ХОС оценивали

аналогичным способом, используя в качестве инокулята суспензию спор (~105 КОЕ/мл) тест-

грибов.  За  минимальную  ингибирующую  концентрацию  (МИК)  принимали  содержание

ХОС,  приводящее  к  заметному  (≤20%)  подавлению  роста  тест-культур  без  потери  их

жизнеспособности.  Концентрации  олигомеров,  вызывающие  снижение  оптической

плотности тест-культур на 50 и 90%, принимали как эффективные дозы, соответствующие

показателям ЭД50 и ЭД90. 

Эксперименты  проводили  в  трехкратной  повторности,  статистическую  обработку

осуществляли с помощью программы OriginPro 2018 (версия b9.5.0.193), «OriginLab Corp.»).

Коэффициенты корреляции по Пирсону и линейную регрессию оценивали, используя пакет
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анализа  MS Office Excel 2007  (12.0.6611.1000).  Достоверными  считали  различия  между

сравниваемыми выборками при p<0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Исследуемые штаммы представляли собой удобные объекты в аспекте сравнительной

эффективности  гидролиза  хитозана  их  ферментными  системами,  различающимися  по

составу, уровню активности и механизму действия. Способность к одновременной секреции

хитиназ и хитозаназ показывали только штаммы B. thuringiensis B-387 и P. ehimensis IB-739.

В отличие  от  других  продуцентов,  штамм  B-387 продуцировал  значительные  количества

хитозаназы (3-4 ед/мл) в отсутствие субстрата-индуктора. Штамм микромицета  Penicillium

sp.  IB-37-2A демонстрировал  невысокую  хитиназную  активность  (≤0,1  мл),  продуцируя

преимущественно хитозаназу (1,5-2 ед/мл).  Тем не менее, удельная хитиназная активность

всех исследуемых культур находилась в довольно близком интервале значений (0,02-0,04 ед/

мг), тогда как по соотношению удельной продукции хитозаназ штаммы B. thuringiensis B-387

и Penicillium sp. IB-37-2A  выделялись среди остальных  (рис. 1). 

Рис.  1.  Средняя удельная продукция  хитиназы (А) и  хитозаназы (Б)  штаммами  B.
atrophaeus IB-33-1 (1), B. thuringiensis B-387 (2), Cohnella sp. IB-P192 (3), P. ehimensis IB-739
(4) и Penicillium sp. IB-37-2A (5). 

Исследуемые  культуры  существенно  различались  по  оптимуму  температуры

культивирования, концентрации субстрата-индуктора и предпочитаемым источникам азота 

(табл. 1). 
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Таблица 1. Оптимальные значения параметров глубинного культивирования для максимальной продукции внеклеточных 

хитинолитических ферментов исследуемыми штаммами микроорганизмов

Параметры культивирования Штаммы-продуценты хитиназ / хитозаназ

B. athrophaeus 
IB-33-1

B. thuringiensis В-387 Cohnella sp. 
IB-P192

P. ehimensis IB-739 Penicillium sp. 
IB-37-2A

Температура,◦С 36-38 32 50 30-37 28

Начальное рН среды 6-7 6-7 6.5-7 6.5-7 3-7

Степень перемешивания (об/мин) 230 250 250 240-270 250

Длительность культивирования, ч 72-84 68-72 96 48 192-216

Объем инокулята, % 5 5 20 10 −
Основные источники углерода (% масс.) Коллоидный 

хитин, 
0.75-1

Триптон, 2 Коллоидный
хитин, 

0.5

Коллоидный хитин, 
0.75-1

биомасса грибов, 0.5
или пчелиный хитин, 0.5

Коллоидный хитин, 
1.5-2 или

хитозан 0.5-1

Источники органического азота (% 
масс.)

Пептон, 0.5
Дрожжевой экстракт, 1

Триптон, 1
Гидролизат

лактальбумина, 1

Дрожжевой
экстракт, 0.5

Пептон, 0.3
Дрожжевой экстракт, 0.4

Гидролизат лактальбумина, 0.3

Кукурузный
экстракт, 0.5
или мясной
экстракт, 0.5
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Бактериальные  культуры  характеризовались  максимумом  продукции  хитиназ  и

хитозаназ на 2-3 сут., а Penicillium sp. IB-37-2A – на 8-10-е сут. культивирования. Различия в

температурном оптимуме синтеза ферментов совпадали с оптимумами роста Cohnella sp. IB-P-

192 – при 48-50°С,  Penicillium sp.  IB-37-2A – 26-28°С. У мезофильных штаммов бацилл  B.

thuringiensis B-387 имел более умеренный оптимум (32°С) по сравнению с  IB-33-1 и  IB-739

(36-38°С). Источники азота оказывали наиболее выраженное влияние на продуктивность  B.

thuringiensis B-387 по сравнению со всеми остальными штаммами. Так, синтез хитозаназы B-

387  возрастал  в  десятки  раз  (10-12  ед/мл)  в  присутствии  гидролизатов  казеина  и

лактоальбумина  по  сравнению  с  пептоном,  мясным и  дрожжевым экстрактом.  Диапазоны

оптимальных  параметров  ферментации  микроорганизмов  в  условиях  глубинной  культуры

представлены  в  табл.  1.  Штамм  Cohnella sp.  IB-P-192  являлся  единственным  термофилом

среди  исследованных  культур,  продуцирующим  термотолерантную  хитиназу  с  оптимумом

70°С,  которая  может  применяться  для  деполимеризации  хитозана  при  повышенных

температурах.  

            Влияние параметров  культивирования на секрецию ферментов  имеет наиболее

существенное значение для оценки продукционного и промышленного потенциала штаммов

микроорганизмов  при  статистической  оптимизации  процесса  ферментации  в  условиях

масштабирования.  Благодаря  оптимизации  процесса  культивирования  наиболее  высокие

показатели  продукции  хитозаназ  были  получены  для  штаммов   B.  thuringiensis B-387  и

Penicillium sp. IB-37-2A (табл. 2).

В  целом,  эмпирическая  оптимизация,  т.е.  комбинация  оптимальных  параметров

культивирования  без  учета  их  взаимного  эффекта,  а  также  в  отсутствие  масштабирования

процесса  ферментации,  показывала  наибольший  потенциал  штамма  B.  thuringiensis B-387

относительно увеличения продукции хитозаназы от 3 до 20 ед/мл.

Была  выявлена  взаимосвязь  между  способностью  исследуемых  штаммов

микроорганизмов  к  продукции  хитозаназы,  и  формированием  у  них  устойчивости  к

антимикробной  активности  хитозана.  В  качестве  внешней  контрольной  группы  были

исследованы коллекционные штаммы бактерий и микромицетов,  не  способные к  секреции

хитинолитических ферментов. Анализ роста сравниваемых штаммов бактерий в присутствии

различных концентраций хитозана СД 85% показал высокую взаимосвязь (R2=0.993) между

его МИК и продукцией хитозаназы исследуемыми штаммами (рис. 2). Штамм B. thuringiensis

B-387,  характеризующийся  на  порядок  более  высоким  уровнем  синтеза  хитозаназы  по

сравнению  с  другими  бактериальными  культурами,  демонстрировал  максимальную

устойчивость к хитозану, тогда как штаммы, не секретирующие хитинолитические ферменты,

были наиболее чувствительны к бактерицидному действию полимера (рис. 2).
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Таблица 2. Наиболее значимые параметры, влияющие на продукцию хитиназ и хитозаназ 

штаммами микроорганизмов при глубинной ферментации

Параметр 
культивирования (Xn)

Значимый
диапазон
влияния

Увеличение продукции
ферментов (Yn)

Штаммы

Источник углерода, % мас. 1-2 В 3-6 раз B. atrophaeus IB-33-1
B. thuringiensis B-387
Penicillium sp. IB-37-2A

Источник азота, % мас. 0,5-2 В 2-8 раз B. thuringiensis B-387

Температура, оС 24-28
30-32
40-50

В 2-15 раз Penicillium sp. IB-37-2A
B. thuringiensis B-387
Cohnella sp. IB-P192

Интенсивность 
перемешивания

100-250
60-220

В 15-22 раза B. thuringiensis B-387
Penicillium sp. IB-37-2A

Объем посевного 
материала, %

2-5 В 1,5 раза B. thuringiensis B-387
Cohnella sp. IB-P192

MgSO4, % мас. 0,05-0,5 В 3 раза B. thuringiensis B-387

CaCl2, % мас. 0,01-0,1 В 2 раза B. thuringiensis B-387

Рис.  2.  Минимальная  концентрация  ингибирования  различных  штаммов  бактерий
высокомолекулярным хитозаном (СД 85%) и уровень синтеза хитозаназы (1) и хитиназы (2)
штаммами  1  - B.  thuringiensis B-387,  2- P.  ehimensis IB-739,  3- B.  atrophaeus IB-33-1, 4-
Cohnella sp. IB-P192, 5- Escherichia coli, 6 -B. subtilis IB-54.

В  то  же  время,  резистентность  исследуемых  штаммов  не  показывала  значимой

взаимосвязи  (R2=0,597)  c уровнем  синтеза  ими  хитиназ.  Штаммы  B.  atrophaeus IB-33-1  и

Cohnella sp. IB-P192 показывали более высокую хитиназную активность, чем P. ehimensis IB-

739, тем не менее, их устойчивость к хитозану была сравнима, а в ряде случаев ниже, чем у

неактивного  по  хитозаназе  штамма  B.  subtilis IB-54.  Примечательно,  что  олигомерные
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продукты гидролиза хитозана (СД 85%) ферментными комплексами B. thuringiensis B-387 и P.

ehimensis IB-739,  при  концентрации  0,03-0,04%  значительно  активировали  их  рост.  Более

глубокий  ферментативный   гидролиз   хитозана  за  счет  более  длительной  экспозиции

субстрата с ферментом приводил к повышению эффекта активации роста (рис. 3). 

Рис.  3.  Влияние  хитозана  (СД  85%)  и  его  гидролизатов  под  действием  ферментов
культуральной жидкости одноименных штаммов на их относительный рост в среде  LB при
концентрации 350 мкг/мл. Контроль (100%) – рост в среде  LB без хитозана и олигомеров.
Инкубация  24  ч  при  30°С.  Для  B.  atrophaeus IB-33-1  использовались  смеси  олигомеров,
полученных после 1 и 6 ч гидролиза, соответственно. 

Нами  была  отмечена  протекторная  роль  хитозаназ  в  отношении  микромицетов,

инкубируемых в жидкой и агаризованой среде с хитозаном. Характер роста на агаризованной

среде  с  хитозаном  наглядно  демонстрирует  различия  у  штаммов,  способных  к  синтезу

хитозаназ и не обладающих такой способностью штаммов (рис. 4А, В). Рост Penicillium sp. IB-

37-2A в  присутствии  хитозана,  как  в  стационарной  глубинной  культуре,  так  и  при

интенсивном  перемешивании,  подтверждает  наличие  протекторной  функции  хитозаназ  у

микромицетов (рис. 4). При сравнении влияния хитозана на рост микромицетов выявлено, что

концентрация хитозана 4 мг/мл в среде Чапека приводила к полному ингибированию роста

Bipolaris sorokiniana и подавлению Fusarium culmorum на 80%, тогда как рост Penicillium sp.

IB-37-2A увеличивался  на  30-40%  (рис.  4Б).  В  условиях  интенсивной  аэрации при

концентрации хитозана 1,6% выход мицелия  Penicillium sp.  IB-37-2A возрастал 6-кратно по

сравнению с штаммом P. funiculosum, не продуцирующим хитозаназу. (рис. 4Г). 

Все  исследуемые  бактериальные  культуры  продуцировали  хитиназы,  однако

хитозаназы были обнаружены только у B. thuringiensis B-387, P. ehimensis IB-739 и Penicillium

sp. IB-37-2A. Очищенные хитозаназы этих штаммов характеризовались близкими значениями

молекулярной  массы  и  в  целом  сходными  физико-химическими  свойствами,  однако

существенно  отличались  по  каталитическим  свойствам,  механизму  действия,  а  также

субстратной специфичности (табл. 3).
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Рис. 4. Радиальный рост Penicillium sp. IB-37-2A (1) и микромицетов B. sorikiniana IB Г-
12 (2) и F. culmorum ВКМ В-844 (3) на агаризованной среде с 1% хитозана (СД 85%) (А, В)
при после 10 сут инкубации при 28°С. (Б, Г). Выход сухого мицелия Penicillium sp. IB-37-2A и
других  микромицетов  в  стационарной  (Б)  и  аэрируемой  (Г,  160  об/мин)  культуре  при
различных концентрациях хитозана. (Б): 1 – 0; 2 – 0,8; 3 – 1,6; 4 – 4 мг/мл (9 сут при 28°С). (Г)
- 7 сут при 28°С.

Хитозаназы  B.  thuringiensis B-387 и  P.  ehimensis IB-739 являлись ферментами с эндо-

механизмом  действия,  в  отличие  от  хитозаназы  Penicillium sp.  IB-37-2A,  которая

гидролизовала хитозан (СД 85%) с отщеплением концевого мономера (рис. 5), что характерно

для  экзо-1,4-β-D-глюкозаминидаз  (КФ  3.2.1.165).  Этот  фермент  демонстрировал  более

широкую  субстратную  специфичность,  гидролизуя  коллоидный  хитин  и  ряд  других  β-

глюканов  (табл.  3).  Хитозаназа  B-387  отличалась  наиболее  высокой  специфичностью  и

высокой скоростью гидролиза хитозана (СД 85%). 

Хитиназы  бактериальных  культур,  представленные  в  основном  несколькими

изоформами (данные не  показаны)  проявляли сходные физико-химические свойства,  за

исключением  термостабильной  хитиназы  Mw 69  кДа  Cohnella sp.  IB-P192,

характеризующейся  высоким  температурным  оптимумом  (70°C).  Очищенные  хитиназы

штаммов B. atrophaeus IB-33-1, B. thuringiensis B-387, Cohnella sp. IB-P192 и P. ehimensis IB-

739 гидролизовали коллоидный хитин по экзо-механизму, характерному для хитобиогидролаз,

отщепляющих  концевой  димер  с  нередуцирующих  концов  молекулы  субстрата.  Однако,

основные  хитиназы  перечисленных  выше  штаммов,  кроме  IB-739, проявляли  также

дополнительную  N-ацетил-β-D-глюкозаминидазную  активность,  образуя  помимо  димера

мономер на более поздних этапах реакции (неопубликованные данные).
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Очищенные  хитиназы  Cohnella sp.  IB-P192  и  P.  ehimensis IB-739  слабо

гидролизовали хитозан СД 85%, показывая примерно в 100 раз меньшую активность, чем

при действии на коллоидный хитин. В то же время, скорость деполимеризации частично

ацетилированного  хитозана  (СД  50%)  этими  ферментами  достигала  ≥50%  от  скорости

деструкции основного субстрата (данные не показаны).

Таблица  3.  Физико-химические  и  каталитические  свойства  очищенных  хитозаназ
исследуемых штаммов.
Характеристика Penicillium sp. 

IB-37-2A
P. ehimensis IB

739
B. thuringiensis

В-387
Температурный оптимум, ○С 50-55 50 55
Термостабильность, ○С 55-60 50-55 60
рН-оптимум 3,5-4 6 6,5
рН-стабильность 3-8 4-8 6-10

ИЭТ 4,9 ˂6 7,5-8

Молекулярная масса, кДа 41 46 40

KM, мг/мл (хитозан СД 85%) 0,83 2,55 0,22 

Vmax (хитозан  СД  85%),  мкМ×мл
1×мг-1

7,64 1,42 56,52

Механизм действия Экзо- Эндо- Эндо-

Субстратная  специфичность,  %
относительной активности

Хитозан СД 85% - 100; СД
50% - 43; 

гликоль-хитозан - 31;
коллоидный хитин, 6;

ламинарин, 22; 
β-глюкан, 14

Хитозан СД 85% -
100;

коллоидный
хитин, 12

Хитозан СД 85% -
100;

СД 50% - 44 

Рис. 5. ТСХ-анализ олигомеров, образуемых на разных стадиях гидролиза (10 мин –
24 ч) 0,5%-ного раствора хитозана СД 85% очищенными хитозаназами  B.  thuringiensis B-
387,  P.  ehimensis IB-739  и  Penicillium sp.  IB-37-2A.  СТ  –  стандарты  (D-глюкозамин,
хитобиоза, хитотриоза и т.д.). N1-6 – степень полимеризации хитоолигомеров.

Несмотря  на  низкую  сахаробразующую  активность,  очищенные  хитиназы  снижали
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кинематическую вязкость 1,3%-ного раствора хитозана (СД 85%) на 50-65% (рис. 6А). 

Рис.  6.  Кинетика  снижения  вязкости  1,3%-ного раствора хитозана  (СД 85%) под
действием очищенных микробных хитиназ (А) и хитозаназ (Б). Условия реакции: 50 мМ
натрий-ацетатный  буфер,  рН  6,  50°С,  фермент-субстратное  соотношение  1:60  (для
хитиназ) и 1:120 (для хитозаназ). Хитиназы: 1 - B. atrophaeus IB-33-1; 2 - B. thuringiensis B-
387; 3 - P. ehimensis IB-739; 4 - Cohnella sp. IB-P192. Хитозаназы: 5 - B. thuringiensis B-387; 6 -
P.  ehimensis IB-739;  7  -  Penicillium sp.  IB-37-2A.  К  –  контроль  (раствор  хитозана,
инкубируемый без добавления ферментных препаратов).

Наибольшее снижение вязкости хитозана отмечено для хитиназы  B. atrophaeus IB-

33-1, наименьшее – для хитиназы  Cohnella sp.  IB-P192. Увеличение температуры инкубации

до 60-70°С приводило к 2-кратному повышению эффективности деполимеризации хитозана

термофильной хитиназой  Cohnella sp.  IB-P192.  Эндохитозаназы  B.  thuringiensis B-387 и  P.

ehimensis IB-739 при вдвое меньшем фермент-субстратном соотношении ожидаемо быстрее

снижали вязкость  полимера,  с  практически идентичными кривыми кинетики реакции (рис.

6Б).  Экзохитозаназа  Penicillium sp.  IB-37-2A,  несмотря  на  высокую  сахаробразующую

активность,  по  динамике  снижения  вязкости  субстрата  была  сходна  с  бактериальными

хитиназами, что, несомненно, обусловлено ее экзо-механизмом действия.

           Вискозиметрический  анализ  действия  ферментных  комплексов  культуральной

жидкости (КЖ) на хитозаны СД 85 и 50% показал, что максимальная начальная скорость их

деструкции отмечается у гидролаз B. thuringiensis B-387 (рис. 7А). Ферментный комплекс B-

387  быстрее  гидролизует  частично  ацетилированный  хитозан  (СД  50%),  хотя  очищенная

хитозаназа Mw 40 кДа более специфична в отношении высокодеацетилированного (СД 85%)

хитозана. Этот факт может быть объяснен дополнительным действием хитиназ, либо других

хитозаназ B. thuringiensis B-387 на связи между ацетилированными остатками. Оценка общего

уровня  снижения  вязкости  хитозанов  после  60  мин  ферментативного  гидролиза  показала

более  высокую  степень  деструкции  частично  ацетилированного  хитозана  (СД  50%)

ферментами большинства штаммов, за исключением B. thuringiensis B-387 (рис. 7Б).
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Рис. 7. Максимальная скорость (А) и итоговая степень (Б) снижения вязкости 1,3%-
ных растворов  хитозана  со  СД 85 и  50% под действием ферментных комплексов  (КЖ)
исследуемых штаммом микроорганизмов. Инкубация 60 мин при 50°С, натрий-ацетатный
буфер (50 мМ, рН 6) фермент-субстратное соотношение 1:60.

Глубина деполимеризации хитозана СД 85% до низкомолекулярных водорастворимых

хитоолигосахаридов  напрямую  зависела  от  уровня  продукции  хитозаназы  исследуемыми

штаммами  (RX,Y=0.83;  r2~0.68),  тогда  как  их  хитиназная  активность  не  оказывала

существенного  влияния  на  степень  гидролиза  данного  полисахарида  (RX,Y=-0.04;  r2~0.001).

При идентичном объемном отношении (1:60) препаратов КЖ и раствора хитозана, фермент-

субстратное соотношение по хитозаназе у наиболее активных штаммов (B-387, IB-37-2A) в 12-

80 раз превышало аналогичный показатель остальных продуцентов. Ферментный комплекс B.

thuringiensis B-387 наиболее глубоко (95-97%) гидролизовал хитозан в течение 1 ч инкубации

с  минимальной  степенью  загрязнения  реакционной  смеси  микробным  белком  (0,06-0,25

мг/мл).  ВЭЖХ-анализ  молекулярно-массового  распределения  олигомеров  хитозана,

образуемых после 1 ч ферментативной деструкции полисахарида при невысоком фермент-

субстратном  соотношении,  показал  относительно  слабую  степень  конверсии  исходного

полимера до продуктов с  диапазоном  Mw 67-128 кДа и индекса  полидисперсности  2,2-2,6

(табл.  4).  Ферментный  комплекс  B.  thuringiensis B-387,  при  использовании  более  низких

рабочих  концентраций  хитозаназы  (2-5  ед  на  1  г  субстрата),  демонстрировал  хороший

потенциал для получения водорастворимых олигомеров с Mw~15-17 кДа при выходе около

30% (табл. 4). 

Сравнительный анализ смеси ХОС, образующихся при ферментативном гидролизе 1%-

ного  хитозана  (СД  85%)  показал  заметное  снижение  их  бактерицидной  активности  в

отношении B. cereus B-688, тогда как рост штаммов грамотрицательных бактерий, напротив, в

основном, более сильно подавлялся олигомерами, чем хитозаном (табл. 5).

Таблица 4. Молекулярно-массовые характеристики и выход олигомеров при 1-ч гидролизе
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хитозана СД 85% (20 мг/мл) ферментными комплексами исследуемых штаммов 
Фермент-субстратное соотношение Mn

1, кДа Mw
2, кДа Mw/Mn

3 Выход, 
%о/о ед/г хитозана

Хитиназа Хитозаназа
Штамм B. thuringiensis В-387

1:6004 0,02 0,5 22,7 46,2 2,03 44,2
1:1206 0,1 2,3 9,2 14,8 1,62 29,2
1:604 0,2 4,6 10,7 16,7 1,55 30,0

Штамм Cohnella sp. IB-P192
1:604 1,3 0,2 30,5 70,6 2,32 58,3

Штамм P. ehimensis IB-739
1:6004 0,2 0,2 35,9 90,1 2,51 70
1:1204 1 1,2 25,8 67,8 2,63 45,8
1:604 1,9 2,3 15,2 27,1 1,79 55,0

Штамм Penicillium sp. IB-37-2A
1:2404 0,03 0,8 57,8 127,9 2,21 50,0
1:605 0,1 3,1 41,2 97,1 2,36 61,7

Примечания:1Среднечисловая молекулярная масса;  2Средневесовая молекулярная масса;  3Индекс
полидисперсности; 4-6Температура инкубации 50, 60 и 70◦С, соответственно.

Таблица  5.  Антибактериальная  активность  хитозана  (СД  85%)  и  олигомерных  продуктов,

образуемых при его гидролизе ферментными комплексами исследуемых штаммов (1 ч, 50◦С)

Образец
(фермент-субстратное
соотношение, о/о)

Минимальная ингибирующая концентрация, мкг/мл
Bacillus cereus

B-688
Escherichia coli

IBG-9
Pseudomonas
aeruginosa

IB-39D

Enterobacter
cloaceae 

IB-34 4CPA
Хитозан СД 85% 225±35 45±7 1250±71 40±7

Ферментативные гидролизаты 1%-ного хитозана
B. atrophaeus IB-33-1
(1:60)

425±35 28±4 900±141 НД

B. thuringiensis B-387
(1:240)

475±35 28±4 1250±71 НД

Cohnella sp. IB-P192 (1:60) 550±71 НД 900±141 НД
P. ehimensis IB-739
(1:60)

900±141 23±4 425±35 28±4

Penicillium sp. IB-37-2A (1:120) 325±35 28±4 1000±71 НД
Коэффициент  корреляции  между
значениями  МИК  и  глубиной
гидролиза хитозана, rx,y

0,34 0,27 0,61 −

Продукты  ферментативного  гидролиза  хитозана  СД  85% в  целом  демонстрировали

сходный уровень фунгицидной активности с исходным полимером в отношении грибов  A.

alternata,  F.  oxysporum и  R.  solani. При действии на микромицеты  B.  cinerea и  F.  culmorum

рост-ингибирующая  активность  большинства  гидролизатов  хитозана  СД  85%  достоверно

возрастала по сравнению с высокомолекулярным субстратом (табл. 6). Аналогичная картина

наблюдалась в отношении фунгицидной активности гидролизатов хитозана СД 50%. Наиболее

существенный эффект возрастания фунгицидной активности олигомеров хитозанов СД 85 и

50% проявлялся против гриба  B.  cinerea (снижение ингибирующей концентрации в 1,5-3,8

раза  для  разных  гидролизатов).  Наибольшую  среднюю  активность  среди  исследованных
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олигомеров проявлял гидролизат хитозана СД 85% ферментным комплексом P. ehimensis IB-

739  (средн.  ЭД90~110  мкг/мл).  По  относительному  уровню  подавления  тестированных

микромицетов  можно  составить  следующий  условный  ряд  возрастания  фунгицидной

активности исходного полимера и полученных смесей олигомеров: хитозан СД 85%→ ХОС B-

387→ ХОС  IB-P192→ ХОС  IB-33-1→ ХОС  IB-37-2A → ХОС  IB-739. Несколько иная, но в

целом сходная закономерность проявлялась для продуктов гидролиза хитозана СД 50%.

Таблица  6.  Эффективные  концентрации  (мкг/мл)  50%-ного  (ЭД50)  и  90%-ного  (ЭД90)
ингибирования роста штаммов фитопатогенных микромицетов хитозанами СД 85 и 50% и
продуктами их гидролиза (1 ч, 50◦С) ферментными комплексами
Образцы  хитозана
и олигомеров

Alternaria
alternata 
ВКМ F-3047

Botrytis cinerea
ВКМ F-894

Fusarium
culmorum
ВКМ F-844

Fusarium
oxysporum

ВКМ F-137

Rhizoctonia
solani

ВКМ F-895

ЭД50 ЭД90 ЭД50 ЭД90 ЭД50 ЭД90 ЭД50 ЭД90 ЭД50 ЭД90

Хитозан 
СД 85%

70±5 125±7 190±9 340±18 100±6 180±9 95±7 170±11 20±2 55±4

Гидролизаты хитозана СД 85% 
B. atrophaeus 
IB-33-1

75±5 135±7 60±5 110±7 100±7 160±6 115±9 170±7 25±4 65±5

B. thuringiensis 
B-387

70±4 130±9 75±6 135±7 85±7 170±7 135±11 240±12 25±4 120±7

Cohnella sp. 
IB-P192

75±4 135±6 70±5 125±6 60±5 130±6 110±9 195±9 25±2 60±5

P. ehimensis 
IB-739

70±4 125±5 40±5 90±5 55±4 105±7 80±5 175±9 20±2 55±4

Penicillium sp. 
IB-37-2A

70±6 125±7 55±6 100±5 85±6 155±9 85±5 175±11 20±2 60±4

Хитозан 
СД 50%

75±7 140±7 205±11 370±17 80±5 220±11 100±6 190±12 25±4 70±5

Гидролизаты хитозана СД 50%
B. atrophaeus 
IB-33-1

95±7 170±11 55±4 100±6 70±6 165±7 110±7 175±9 55±4 95±7

B. thuringiensis 
B-387

75±4 130±9 140±7 255±11 55±5 170±7 120±7 250±9 45±4 105±7

Cohnella sp. 
IB-P192

65±5 120±7 55±5 100±5 50±4 155±5 125±5 225±7 25±2 70±6

P. ehimensis 
IB-739

65±6 120±8 50±4 95±5 65±4 175±6 145±7 260±11 20±2 75±6

Penicillium sp. 
IB-37-2A

75±6 130±9 90±5 195±7 55±4 170±7 125±5 190±9 35±4 65±5

Примечание: значения ЭД50 и ЭД90 рассчитаны аппроксимацией данных концентрационных кривых
ингибирования и итогового округления до целых чисел, кратных пяти. 

Анализ действия очищенной хитозаназы  B.  thuringiensis на хитозан СД 85% показал

возможность  эффективного  регулирования  выхода,  глубины  гидролиза  и  фунгицидной

активности  образуемых  олигомеров  за  счет  контроля  времени  ферментативной  реакции  и

фермент-субстратного  соотношения.  При  глубоком  гидролизе  (4  ч)  хитозана  и  фермент-

субстратном соотношении 1:120 смесь  образуемых олигомеров характеризовалась  хорошей
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растворимостью  (≥100  мг/мл)  и  высоким  выходом  (~87%).  Однако  ингибирующая

концентрация ЭД50 этой смеси для ряда грибов составляла примерно 40-50 мкг/мл. Снижение

времени инкубации до 1 ч и фермент-субстратного соотношения до 1:600 позволило получить

смесь  олигомеров  с  растворимостью  55-60  мг/мл  и  выходом  около  80%.,  при  этом

фунгицидная активность этих продуктов была существенно выше (10-20 мкг/мл). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные  результаты  показывают,  что  ферментные  комплексы  штаммов  B.

thuringiensis B-387  и  P.  ehimensis IB-739,  включающие  эндохитозаназы  Mw 41  и  46  кДа,

соответственно,  наиболее пригодны (в отличие от экзохитозаназы  Penicillium sp.  IB-37-2A)

для  получения  олигомеров  хитозана  в  интервале  масс  5-15  кДа,  и  демонстрируют

максимальную антимикробную активность.  Однако хитозаназа  B.  thuringiensis B-387 имеет

преимущество  по  сравнению  с  менее  активными  гидролазами  P.  ehimensis IB-739  по

параметрам  глубины  и  скорости  гидролиза  хитозана,  затрат  ферментного  препарата  и

растворимости  получаемых  олигомеров.  При  деполимеризации  хитозана  ферментным

комплексом  B.  thuringiensis B-387 повышение антимикробной активности образуемых ХОС

достигается  за  счет  выбора  походящего  фермент-субстратного  соотношения  и  времени

реакции. Хитиназы всех штаммов активно гидролизуют частично N-ацетилированный хитозан

(СД 50%) на уровне, близком к активности хитозаназ.

ВЫВОДЫ

1. Все исследуемые штаммы, за исключением Penicillium sp. IB-37-2A, способны к

синтезу индуцибельных экзохитиназ, которые незначительно гидролизуют хитозан (СД 85%)

до низших олигомеров, но снижают кинематическую вязкость его растворов на 60-70%.

2. Хитозаназа  B.  thuringiensis B-387 синтезируется как конститутивный фермент,

тогда  как  синтез  хитозаназ  штаммами P.  ehimensis IB-739  и  Penicillium sp.  IB-37-2A

индуцируется в присутствии коллоидного хитина или хитозана.

3. Температура культивирования, а также тип и концентрация субстрата-индуктора

и источников органического азота являются ключевыми физико-химическими параметрами,

определяющими различия в уровне продукции хитиназ и хитозаназ у исследуемых штаммов. 

4. Штаммы  -  продуценты  хитозаназ  показывают  высокую  резистентность  к

биоцидному  действию  хитозана  по  сравнению  с  культурами,  синтезирующими  только

хитиназы,  при  этом  МИК  хитозана  в  отношении  тест-микроорганизмов  коррелирует  с

уровнем продукции ими внеклеточных хитозаназ.  Penicillium sp.  IB-37-2A показывает более

высокую устойчивость к хитозану по сравнению с бактериальными культурами.
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5. Очищенные хитозаназы B. thuringiensis B-387 (Mw 40 кДа),  P. ehimensis IB-739

(Mw 46 кДа) и  Penicillium sp.  IB-37-2A (Mw 41 кДа) близки по своим физико-химическим

свойствам,  однако  существенно  отличаются  по  кинетическим  характеристикам  (KM,  Vmax),

субстратной специфичности и механизму действия.

6. Ферментный комплекс  B.  thuringiensis B-387 наиболее  быстро и  глубоко (97-

99%) гидролизует хитозан (СД 85%) до смеси растворимых (~100 мг/мл) олигомеров с n=2-6 и

средних значений минимальной ингибирующей концентрации (МИК) 150 мкг/мл против 4

штаммов  условно  патогенных  бактерий  и  ЭД50=80  мкг/мл  в  отношении  5  штаммов

фитопатогенных грибов. 

7. Подбор параметров фермент-субстратного соотношения, температуры и времени

реакции  при  гидролизе  хитозана  СД  85%  хитозаназой B.  thuringiensis B-387  позволяет

увеличить выход (30%) олигомеров хитозана с  Mw 10-16 кДа, демонстрирующих наиболее

высокую антимикробную активность.
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	Оптимизированы протоколы выделения хитиназ и хитозаназ исследованных штаммов; разработана схема экспресс-очистки эндохитозаназы B. thuringiensis B-387, позволяющая получать электрофоретически гомогенный препарат фермента с высокой удельной активностью (37-50 ед/мг белка) для снижения степени загрязнения целевых олигомеров микробными метаболитами.
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