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ИНДУКЦИЯ БИОСИНТЕЗА ЛИПАЗ МИКРОМИЦЕТОМ

Биосинтез липазы Rh. oryzae 1403 индуцируется триглицеридами, жирными кислотами и их
производными – твинами. Самый высокий эффект дали оливковое масло, твин 80 и олеиновая
кислота. Этот продуцент способен синтезировать два липолитических фермента. Молекулярная
масса была одинаковой у двух изоферментов и равнялась 44±2 кДа. Между изоформами наблю<
далось большое соответствие в аминокислотном составе.
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Синтез липолитических ферментов микро�
организмами, за некоторыми исключениями [1],
является индуцибельным. Для каждого продуцен�
та необходим выбор индуктора [2–5]. Эффектив�
ность индукции, кроме того, зависит от состава
питательной среды [6]. По данным многих иссле�
дователей биосинтез липазы стимулируют жиры,
масла, жирные кислоты и их полиоксиэтилено�
вые эфиры на основе сорбита – твины [1, 7–11].
Есть данные по добавлению твинов в среды как
отдельного компонента, так и вместе с маслами (в
качестве поверхностно�активных веществ). В пер�
вом случае увеличение активности составляет от
2,5 до 6 раз [12, 13]; во втором – на 25% [14].

Для некоторых продуцентов липаз уста�
новлено наличие нескольких изоформ этого
фермента [15–18]. Они отличаются структурой,
молекулярной массой, каталитическими свой�
ствами, стабильностью. Количество работ, по�
священных связи между условиями культиви�
рования штаммов�продуцентов липаз и профи�
лем изоферментов, ограничено. Однако это
имеет очень большое значение для надежности
оценки свойств неочищенных препаратов одно�
го и того же продуцента, так как они могут со�
держать различное соотношение изоформ.

Методы исследования
Продуцент получен из Всероссийской кол�

лекции микроорганизмов. Набор калибровоч�
ных белков «Amercham» (США), твины Sigma
Chemical Co (США), реагенты для электрофо�
реза «Sigma» (США); масла: оливковое «Aceites
Borges Pont» (Испания), подсолнечное и хлоп�
ковое «ЭФКО», льняное «Эколен», горчичное
«Родос ТД», касторовое «Тульская фармацев�
тическая фабрика» (Россия); другие реагенты
отечественного производства марки х.ч.

Выращивание продуцента проводили глу�
бинным способом на лабораторной качалке (ско�
рость вращения 1,7–1,8 с�1) в колбах Эрленмейе�
ра объемом 500 см3, содержащих 100 см3 питатель�
ной среды; 72 ч при температуре 30 єС и рН 7,0.

Для выявления множественности форм
липазы препараты, полученные из фильтрата
культуральной жидкости осаждением ацетоном
в соотношении 1:2,5 об./об., подвергали элект�
рофорезу в ПААГ в градиенте концентраций
геля 5–20%. Полосы с липазной активностью
обнаруживали по цветной реакции [19].

Определение молекулярной массы липаз
проводили методами гель�фильтрации на ко�
лонке с Sephadex G�100 Superfinе (Pharmacia,
Щвеция) [20] и электрофореза в полиакрила�
мидном геле в присутствии SDS [19].

Аминокислотный состав липаз определяли
на автоматическом аминокислотном анализато�
ре ААА–339Т МИКРОТЕХНА (Чехословакия).

Гидролитическую активность липазы оп�
ределяли модифицированным методом Yamada
и Machida [21]. Субстрат – оливковое масло.
За единицу активности липазы принимали та�
кое количество фермента, которое освобождает
1 ммоль жирной кислоты за 1 мин.

Результаты и их обсуждение
Индуцированность биосинтеза липазы Rh.

oryzae 1403 исследовалась в присутствии твинов
(они были взяты в качестве источников жирных
кислот, которые являются твердыми при темпе�
ратуре 30 °С); растительных масел, жирных кис�
лот. Исследования проводились на среде с пеп�
тоном (3%) и солями (%): (NH4)2HPO4 – 0,5;
MgSO4 – 0,05; FeSO4 – 0,01; KH2PO4 – 0,1. Из
представленных результатов видно (табл. 1 и
рис. 1), что биосинтез липазы Rh. oryzae 1403 ин�
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дуцируется как субстратами – триглицеридами,
так и продуктами их гидролиза – жирными кис�
лотами и их производными – твинами.

Активность увеличивалась в 2,3–4,0 раза.
Самый высокий эффект дали оливковое мас�
ло, твин 80 и олеиновая кислота. По всей ве�
роятности, химическая структура жирной
кислоты имеет значение: по мере возрастания
длины углеводородной цепи от 12:0 (Твин 20)
до 18:0 (Твин 80) индукция усиливалась. По�
линенасыщенные жирные кислоты и оксикис�
лоты на этом фоне выделялись меньшим по�
ложительным влиянием: льняное масло дава�
ло увеличение активности по сравнению с пеп�
тонно�солевой средой в 2,7 раза, а касторовое
– в 1,4 раза. На среде с соевой мукой наблю�
далось даже уменьшение активности в при�
сутствии касторового масла. Глицерин на
биосинтез липазы стимулирующего действия
не оказывал.

На биосинтез липаз микроорганизмами
могут оказывать влияние поверхностно�актив�
ные вещества. Однако эти сведения весьма про�
тиворечивы [3, 4, 12, 22]. Даже у одного и того
же продуцента – Acinetobacter calсoacеticus ПАВ
из одной – полиэтоксилатной – группы вызы�
вали повышение активности до 15 раз или пол�
ное подавление роста. Имеет значение концен�
трация: в присутствии твина 80 при 0,008% ак�
тивность увеличивалась в 2,5 раза, а при 1%
снижалась более чем на 50% [13]. При культи�
вировании Pseudomonas sp., штамма 109 добав�
ление соевого масла или неионного детергента
(Noigen HC) приводило к увеличению содер�
жания внеклеточной липазы в 56 раз [23].

ПАВ в составе питательной среды при
культивировании продуцентов липаз могут
оказывать разностороннее действие: и непос�
редственно на клетки, и на доступность нера�
створимого в воде липидного индуктора для
микроорганизма, и на процесс выделения фер�
мента из клеток, и, возможно, на сам фермент.

Нами было исследовано влияние различных
ПАВ на биосинтез липазы Rh. oryzae 1403 на
фоне среды (%): соевый жмых (2), кукурузный
экстракт (1,0), (NH4)2HPO4 (0,5) и подсолнеч�
ное масло (0,5). Результаты, представленные в
табл. 2, показывают, что ПВС и фосфатидный
концентрат оказывали слабое влияние на био�
синтез липазы грибом. Отрицательное действие
проявлял бридж. Тритоны сильно отличались
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Рисунок 2. Выявление липазы
после электрофореза фильтрата культуральной

жидкости при выращивании Rh. oryzae 1403
на различных средах: 1 – пептонно�солевая;
2 – с соевым жмыхом без тритона; 3 – то же,

с тритоном Х�305; 4 – пептонно�солевая с твином 80;
5 – то же с твином 60; 6 – то же с твином 40;

7 – то же с твином 20
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Рисунок 1. Липазная активность
при культивировании Rhizopus oryzae 1403

на пептонно�солевой среде (1) и с добавлением масел
(0,5%): оливкового (2); горчичного (3);

подсолнечного (4); хлопкового (5);
льняного (6); касторового (7)

Таблица 1. Влияние жирных кислот
и твинов на биосинтез липазы Rh. oryzae 1403
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по эффекту. При добавлении тритона Х�100 уда�
лось повысить активность фермента в 1,35 раза.

Исследования состава липолитического ком�
плекса Rh. oryzae 1403 при культивировании на
средах с добавлением различных индукторов и без
них показали, что на пептонно�солевой среде и с
твином 20 образовывалась одна форма липазы.
При введении в питательную среду оливкового
масла, олеиновой кислоты и других твинов син�
тезировалась еще одна форма липазы (рис. 2).

Для Candida rugosa А.Т.С.С. 14830 также
показано, что профиль изоформ сильно зави�
сит от состава среды. На питательной среде без
липидов была обнаружена одна форма липазы,
при добавлении твина 20 выявилась еще одна
форма фермента, а в присутствии твина 80 иден�
тифицирована совершенно иная липаза [16].

Разносторонние исследования образования
множественности изоформ липазы проведены
для Candida rugosa. Сначала у этого продуцента
было описано два, а позже – семь генов, кодиру�
ющих липазы и эстеразы (пять из них � липазы).
Они в настоящее время полностью охарактери�
зованы [18]. Geotrichum candidum F0401B обра�
зует внеклеточные липазы А и С, которые пред�
почтительно расщепляют связи по положениям
sn�1,3 и sn�2 триглицерина соответственно [24].
Множественность изоформ липаз может быть
обусловлена изменениями в экспрессии генов,
различным количеством ковалентно связанных
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Рисунок 3. Определение молекулярной массы липаз:
а) – электрофорез: 1 – маркерные белки; 2 – Липаза

I; 3 – Липаза II; б) – калибровочный график: 1 –
лизоцим; 2 – соевый ингибитор трипсина; 3 –

карбоангидраза; 4 – овальбумин; 5 – сывороточный
альбумин; 6 – целлюлаза

*
������
����

+�,�

	
����

����
�

+�,����

����

��������
������

����
�����+�,� �� ((�%� �!!�

+,�� !��� &!�#� �!#�

-��.
����/0�

���1����
��
!��� ()�&� �!$�

'������23�!!�
!���

!�!��

&(�%�

)!� �

��#�

��#�

'������23$!#�
!���

!�!��

#)���

(��#�

%)�

)#�

4���5��#�
!���

!�!��

�(�&�

 ��$�

 #�

�#�

4���5�#%�
!���

!�!��

���!�

 !���

 !�

�!�

Таблица 2. Влияние ПАВ на биосинтез липазы
грибом Rh. oryzae 1403

Таблица 3. Аминокислотный состав (%) липаз
Rhizopus oryzae 1403
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углеводов, частичным протеолизом и другими
трансляционными модификациями. Отмечает�
ся, что гетерогенность изоформ липаз, обнару�
женных у грибов и дрожжей, может быть частич�
но связана с гетерогликозилированием и неко�
валентными ассоциациями гликозидных приме�
сей с липазным компонентом [25, 26]. Липазы
Rhizopus oryzae 1403 были получены в гомоген�
ном виде с помощью последовательных стадий
гель�фильтрации на Sephadex G�150 и ионооб�

Естественные науки
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менной хроматографии на ДЭАЭЦ ДЕ�52. Гомо�
генность ферментов подтверждена повторной
гель�фильтрацией и электрофорезом. Удельная
активность составила для Липазы I 3600 и Ли�
пазы II 2150 ед./мг белка.

Молекулярная масса Липаз I и II, опреде�
ленная гель�фильтрацией на Sephadex G�150,
находилась в пределах 40–45 кДа. Исследова�
ния молекулярной массы методом электрофо�
реза в присутствии SDS показали, что она прак�
тически была одинаковой у двух изоферментов
и равнялась 44±2 кДа (рис. 3).

Аминокислотный состав Липазы I и Липа�
зы II представлен в табл. 3.

В обоих изоферментах содержание непо�
лярных аминокислот (35,77 и 35,50 %) было не�
высоким. Подобные данные сообщены для ли�
пазы Rh. delemar и Humicola lanuginosa [27],
Mucor hiemalis [28], Candida parapsilosis [29]. Гид�
рофобных аминокислот в изоферментах было
больше в 1,34–1,4 раза, чем полярных заряжен�

ных. У липаз Rh. microsporus количество непо�
лярных остатков было больше полярных в 1,3–
1,6 раза [30, 31]; для панкреатических липаз сви�
ньи и крысы оно практически одинаково [32].

Между изоформами наблюдалось большое
соответствие в аминокислотном составе за ис�
ключением Asx, Pro, Glх, Arg, Ser и Val. Подобие
состава аминокислот наблюдается иногда не
только между изоферментами, но и видами, при�
надлежащими к одному роду грибов. Высокое
сходство (около 50%) у липаз Rh. oryzae 1403
наблюдается с липазой Rhizomucor miehei [33].

Таким образом, доказано, что биосинтез
липаз микромицетом Rh. oryzae 1403 носит ин�
дуцибельный характер. С большой достоверно�
стью можно утверждать, что этот продуцент
способен синтезировать два липолитических
фермента. По всей видимости, в данном случае
происходит контроль на уровне экспрессии ге�
нов липазы.
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INDUCTION OF BIOSYNTHESIS OF LIPASE BY MICROMICETES
Biosynthesis of lipazy Rh  oryzae 1403is induced by triglycerides, fat acids and their derivatives – twins. The

highest effect was produced by olive oil, twin 80 and oleic acid. The producer is able to synthesize the two
produce lipolytic enzymes,  molecular weight was the same of  both isoenzymes, and was 44 ± 2 kDa. Between
izoformsi there was great satisfaction in amino acid content.
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