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адсорбции фагов 15 мин, 10% глицерина со временем адсорбции фагов 10-15 

мин или без использования криопротекторов. 

Использование угля как криозащитной среды показало неоднозначные 

результаты. В обычных условиях наблюдалась прямая корреляция между 

временем инкубирования бактериофага с углем и временем лизиса культуры 

псевдомонад, но при замораживании наблюдалась обратная зависимость между 

временем инкубирования бактериофага и временем лизиса бактерии. 

Дополнительное внесение 10% глицерина в среду с углем сглаживало влияние 

времени инкубации на литическую активность фагов. Применение угля как 

криозащитной среды требует дополнительных исследований для оптимизации 

протоколов замораживания каждого отдельного штамма бактериофагов.  

Заключение. Проведено исследование способности бактериофага BV-76Г 

лизировать бактерии P. fluorescens B-582Д при различных условиях 

криоконсервации вирионов. Для длительного хранения бактериофага методом 

криоконсервации оптимальным является использование в качестве 

криопротекторов 10% глицерина или ДМСО. Сорбент на основе угля может 

применяться в протоколах криоконсервации бактериофага BV-76Г. Возможно 

замораживание штамма BV-76Г в клетках бактерии-хозяина с использованием 

как 10% глицерина или ДМСО, так и без использования криопротекторов. 
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РАЗРАБОТКА МЕТОДОВ ОЧИСТКИ ФЕРМЕНТА, ОБЛАДАЮЩЕГО 

МОЛОКСВЕРТЫВАЮЩЕЙ АКТИВНОСТЬЮ ИЗ PLEUROTUS 

OSTREATUS 

В.В.Сакович, А.М.Груша, Д.Д.Жерносеков 

Полесский государственный университет,  

Пинск, Республика Беларусь 

 

Резюме. В ходе работы была подобрана питательная среда и оптимальные 

условия для глубинного культивирования Pleurotus ostreatus. Впервые 

проведена первичная очистка сычужных ферментов культуральной жидкости 

Pleurotus ostreatus. Подобраны оптимальные условия для сохранения 

молокосвертывающей активности при очистке ферментов методом 

высаливания и при проведении диализа.  
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DEVELOPMENT OF METHODS FOR PURIFICATION OF ENZYME WITH 

MILK-CLOTTING ACTIVITY FROM PLEUROTIS OSTREATUS 

 

V.M.Sakovich, A.M.Grusha, D.D.Zhernosekov 

Polessky State University,Pinsk, Belarus 

 

Summary. The nutrient medium and optimal conditions were selected for deep 

cultivation of Pleurotus ostreatus. Purification of the rennet enzyme from the culture 

liquid of Pleurotus ostreatus was carried out for the first time. Optimal conditions for 

preservation of milk-clotting activity during  salting out and dialysis were selected. 

 

Введение. В пищевой промышленности широко используются 

протеолитические ферменты. Однако, крупномасштабное производство 

сычужных ферментов из животного сырья, имеет большие трудности из-за 

ограниченной сырьевой базы [6], вследствие чего актуален поиск новых 

продуцентов гидролаз. Одним из перспективных альтернативных источников 

получения протеолитических ферментов являются базидиальные грибы, среди 

которых имеются активные продуценты молокосвертывающих протеиназ [2]. 

Об использовании протеолитических энзимов различных видов грибов рода 

Pleurotus имеется весьма ограниченное количество публикаций. В литературе 

присутствуют данные о наличии молокосвертывающих ферментов в плодовых 

телах вешенки обыкновенной (Pleurotus ostreatus) [6]. Использование этого 

гриба обусловлено тем, что культивирование его ведется в промышленных 

масштабах, следовательно, он является доступным и относительно дешевым 

сырьем. В ходе исследований было установлено, что экстракт плодовых тел 

Pleurotus ostreatus имеет определенное сходство с препаратами, используемыми 

в молочной промышленности, и после проведения очистки может быть 

применен в сыроделии при производстве мягкого сыра с плесенью [2,4,5,7]. 

Большинство исследовательских программ было направлено на извлечение 

ферментов из плодового тела, а исследования, направленные на изучение 

экстракта из культивируемых грибов, культурального мицелия и 

культуральной жидкости практически отсутствуют. В то же время, эти 

исследования могут оказаться достаточно перспективными, поскольку при 

использовании культуральной жидкости есть возможность контролировать 

санитарно-микробиологическое состояние грибного препарата на всех этапах 

его получения. В настоящее время проводится активный поиск различных 

подходов получения сычужных ферментов, которые могут обеспечить лучший 

выход продукта и высокую ферментативную активность. Выделение, очистка и 

изучение свойств этих грибных энзимов является необходимым вектором не 

только для современной биотехнологии как науки, но также важным и для 

промышленности. Производство, а главное внедрение отечественных 

препаратов и ферментов грибного происхождения в различные отрасли 

промышленности заметно сократит расходы на приобретение таковых за 

рубежом. Особенно важным является получение в чистом виде ферментных 
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препаратов, а также отработка новых технологических схем. Исходя из 

вышесказанного, целью нашей работы является разработка первичных методов 

очистки сычужных ферментов культуральной жидкости Pleurotus ostreatus.  

Материалы и методы исследований. В работе использовался дикий 

штамм P. ostreatus, выделенный в 2014 г. из плодовых тел, растущих на 

культурном тополе (Populus sp.) в г. Минске. В качестве питательных сред 

использовали: картофельно-сахарозную, свекольную, морковную, капустную, а 

также раствор солода. Высадку мицелия проводили в ламинарном боксе для 

минимализации риска контаминации. Инокулюм вводили в виде фрагментов 

ковра мицелия площадью 1 см
2
. Культивировали в течение 2-х недель при 

температуре 27
о
С в стеклянных колбах объемом 500 мл. Объем среды в колбе 

составлял 200 мл. Для непрерывного перемешивания колбы помещались на 

шейкер модели WiseShake SHO-2D, работающего в режиме 70 об/мин. По 

окончании инкубации отбирали культуральную жидкость и замораживали. 

Культуральную жидкость использовали без дополнительного разведения.  

Определение количества растворимого белка в культуральной жидкости  

вешенки обыкновенной проводили по методу Брэдфорда [7] .  

Молокосвертывающую активность на всех этапах исследования 

определяли по модификационной методике Пятницкого [8].  

Для очистки сычужных ферментов из культуральной жидкости 

применялся метод высаливания с использованием разных солей: сульфата 

аммония и хлорида натрия. Для удаления соли применялся метод диализа. 

Результаты исследований и их обсуждение. Урожайность P. ostreatus 

при культивировании в колбах  использованием различных сред на шейкере 

показана в таблице 1. Объем питательной среды в колбе составлял 200 мл. Во 

всех вариантах наших экспериментов наблюдался рост гриба только в виде 

шариков. 

 

Таблица 1 – Результаты культивирования в колбах на шейкере 

Питательная 

среда 

Средняя 

температура 

инкубации, 
о
С 

Перемешива-

ние, 

об/мин 

Масса гриба через 2 недели 

культивирования 

сырая, г/л сухая, г/л 

Раствор 

солода 
27 100 112 11,2 

Раствор 

солода 
27 70 212 16,2 

Раствор 

солода 
28 100 75 3,5 

Раствор 

солода 
28 70 81 4,9 

Картофельно

-сахарозная 
27 70 315 22,4 

Картофельно

-сахарозная 
27 100 298 19,8 
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Картофельно

-сахарозная 
28 100 70 3,3 

Картофельно

-сахарозная 
28 70 98 5,2 

Морковная 27 100 52 2,4 

Морковная 27 70 92 2,85 

Морковная 28 100 78 3,9 

Морковная 28 70 104 5,4 

Свекольная 27 100 54 2,2 

Свекольная 27 70 113 7,7 

Свекольная 28 100 53 1,8 

Свекольная 28 70 94 4,9 

Капустная 27 100 71 3,5 

Капустная 27 70 85 4,0 

Капустная 28 100 48 2,1 

Капустная 28 70 75 3,7 

 

Наибольший урожай (22,4
 
г/л по сухой массе) получен на картофельно-

сахарозной среде при температуре 27 
о
С и перемешивании 70 об/мин. 

Урожайность мицелия при глубинном культивировании в колбах на шейкере 

оказалась высокой. Максимальные показатели урожая отвечают требованиям к 

грибам-продуцентам – не менее 10 г/л по сухой массе.  

Нами был также проведен первый этап очистки ферментов. Для 

высаливания энзимов культуральной жидкости P. ostreatus, использовались две 

соли: сульфат аммония и хлорид натрия. Ранее, по литературным данным, 

производилось высаливание этими солями ферментов из экстрактов плодовых 

тел и мицелия. В наших экспериментах использование сульфата аммония не 

привело к желаемому результату. В связи с тем, что методика высаливания 

ферментов из культуральной жидкости P. ostreatus отсутствует, нами были 

подобраны оптимальные условия. Наилучший результат дало полное 

насыщение раствора хлоридом натрия, температура 4 
о
С, рН 4,7, 

перемешивание 60 об/мин и 12 ч . Осаждение хлоридом натрия в нашем случае 

имеет еще одно явное преимущество при дальнейшем использовании 

ферментного препарата в пищевой промышленности: данная соль является 

удобным и нетоксичным реагентом. После высаливания был проведен диализ. 

Условия диализа также были установлены экспериментально: температура 4 
о
С, 

перемешивание 60 об/мин и 20 ч . Для этих этапов очистки был подобран 

оптимальным буферный раствор: 0,1 М ацетатный рН 4,7, в котором 

сохраняется активность ферментов. Молокосвертывающая активность 

определялась на каждом этапе очистки.  

Первый этап очистки культуральной жидкости позволил сохранить 

практически всю исходную молокосвертывающую активность. 
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Заключение. Нами подобраны среды и оптимальные условия для 

глубинного культивирования P. ostreatus. Был проведен начальный этап 

очистки ферментного препарата из культуральной жидкости P. ostreatus, 

подобраны оптимальные условия для максимального сохранения 

молокосвертывающей активности в очищенном препарате. Установлено, что 

молокосветрывающие ферменты сохраняют свою активность при высаливании 

100% насыщенным раствором хлоридом натрия при температуре 4 
о
С, рН 4,7, 

перемешивании 60 об/мин и 12 ч и могут применяться в сыроделии на стадии 

образования сырного сгустка. 
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