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ХРОМАТОГРАФИЧЕСКАЯ ОЧИСТКА ФЕРМЕНТНОГО ПРЕПАРАТА 
ИЗ КУЛЬТУРАЛЬНОЙ ЖИДКОСТИ PLEUROTUS OSTREATUS

Аннотация. Проведена первичная очистка ферментного препарата, обладающего протеолитической активно-
стью, из культуральной жидкости Pleurotus ostreatus. Использованы методы осаждения, диализа, ионообменной 
хроматографии на DEAE- и KM-сефарозе. Установлено, что в результате хроматографии на KM-сефарозе фермент-
ный препарат из культуральной жидкости разделяется на три фракции, одна из которых обладает молокосвертыва-
ющей активностью (МСА). Хроматография на DEAE-сефарозе позволила значительно очистить фермент, обладаю-
щий МСА.
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Abstract. The primary purification of the proteolytic enzyme preparation from the Pleurotus ostreatus culture fluid was 
carried out. Methods of salting out, dialysis, ion-exchange chromatography on DEAE- and KM-sepharose were used. It was 
shown that during the chromatography on KM-sepharose, the enzyme preparation from the culture liquid was divided into 
three fractions, one of which possessed milk-clotting activity (МСА). Chromatography on DEAE-sepharose allowed us to 
reach the significant purity of the enzyme with МСА.
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Введение. Протеолитические ферменты широко используются в молочной промышленности 
(сыроделии) в качестве сычужных ферментных препаратов. Основным источником получения 
данных энзимов служат сычуги – отделы желудков телят и ягнят. Однако ввиду ограниченности 
данного ресурса необходим поиск альтернативных источников получения протеолитических 
ферментов [1].

Одними из перспективных продуцентов являются базидиальные грибы. Известно, что 
Pleurotus ostreatus содержит протеиназы, обладающие молокосвертывающей активностью 
(МСА) [2]. В литературе имеются данные, что экстракт плодовых тел P. ostreatus имеет сход-
ство с препаратами, используемыми в молочной промышленности, поэтому после проведения 
очистки он может быть применен в сыроделии [3–6]. Нами подобраны питательные среды и оп-
тимальные условия для глубинного культивирования P. оstreatus [7], а кроме того, показано, что 
P. ostreatus обладает МСА [8].

Начальный этап очистки ферментов, обладающих МСА, включал осаждение ферментов соля-
ми: хлоридом натрия и сульфатом аммония. Наилучший результат дало полное насыщение раство-
ра хлоридом натрия в течение 12 ч при температуре 4 °С, рН 4,7, и перемешивании при скорости 
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60 об/мин. Также экспериментально подобраны условия для последующего диализа полученного 
препарата: температура 4 °С, перемешивание в течение 20 ч при скорости 60 об/мин [9].

Цель работы – хроматографическая очистка ферментного препарата из культуральной жид-
кости P. ostreatus.

Для достижения цели необходимо было решить ряд задач:
1. Проведение катионобменной хроматографии.
2. Проведение анионообменной хроматографии.
3. Проведение бэтч-метода.
4. Определение содержания белка, уровней МСА и общей протеолитической активности на 

каждом этапе очистки.
Материалы и методы исследования. Эксперименты выполнены на диком штамме 

P. ostreatus, который был выделен из плодовых тел, растущих на культурном тополе (Populus sp.). 
В ходе исследований использовали картофельно-сахарозную среду. Инокулюм вводили в виде 
фрагментов маточника мицелия площадью 1 см2. Культивировали в течение 14 дней в темноте 
при температуре 27 °С на шейкере WiseShakeSHO при скорости 70 об/мин. По окончании инку-
бации производили отбор и замораживание культуральной жидкости, не подвергая ее дополни-
тельному разведению.

Концентрацию белка определяли спектрофотометрически, предполагая, что концентрация 
белка 1 мг/мл соответствует А280 = 1 опт. ед. в кювете толщиной 1 см [10].

МСА определяли по общепринятой методике: пробирку с субстратом (объемом 10 мл мо-
лока), содержащим 0,0015 М раствор CaCl2, нагревали до 35 °С и вносили 2 мл исследуемого 
ферментного препарата. Активность препарата оценивали по времени образования плотного мо-
лочного сгустка. За единицу МСА принимали количество фермента, которое сворачивает 100 мл 
молока за 40 мин при 35 °С [11].

Общую протеолитическую активность (ПА) определяли по лизису желатина в тонком слое 
агарового геля [12]. Объем образца, наносимого на белок-агаровые пластины, составлял 10 мкл. 
Активность препарата рассчитывали, измеряя площадь белок-агаровых пластин с гидролизо-
ванным субстратом вокруг каждой лунки. За единицу активности (Е) фермента принимали тот 
уровень активности, который обусловливает гидролиз субстрата на участке геля размером 1 см2.

Для получения сычужных ферментов из культуральной жидкости применяли метод высали-
вания с использованием разных солей: сульфата аммония и хлорида натрия. Для удаления соли 
применяли метод диализа.

Для длительного хранения препарата использовали метод лиофильной сушки при сочетании 
температуры –51 °С и давления 137 Па.

Катионобменную хроматографию проводили на колонке (1,5 ç 3) с КМ-сефарозой (Bio-Rad, 
США), уравновешенной 0,2 М ацетатным буфером (рН 5,0). Элюцию проводили со скоростью 
10 мл/ч, используя ступенчатый градиент со следующими концентрациями NaCl: 0,1; 0,25; 0,5; 

0,75; 1 М.
Анионообменную хроматографию прово-

дили на колонке (1,5 ç 3) с DEAE-сефарозой 
(Bio-Rad, США), уравновешенной 0,2 М аце-
татным буфером (рН 5,0). Элюцию проводили 
со скоростью 10 мл/ч, используя ступенчатый 
градиент со следующими концентрациями 
NaCl: 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1 М.

Бэтч-метод проводили следующим образом. 
DEAE-сефарозу уравновешивали 0,2 М ацетат-
ным буфером (рН 5,0), смешивали с раствором 
лиофильного препарата, учитывая количе-
ство белка, который способен связывать дан-
ный анионообменник. Смесь инкубировали 
в течение 30 мин при температуре 4 °С. Затем 
суспензию центрифугировали при скорости 

Т а б л и ц а  1.  Начальные этапы очистки 
молокосвертывающих ферментов P. ostreatus

T a b l e  1.  Initial stages of purification of milk-
clotting enzymes P. ostreatus

Фракция

Объем 
фрак-
ции, 
мл

Со дер-
жа ние 
бел ка, 
мг/мл

МСА, ед/мл Сте-
пень 

очист-
ки

во 
фрак-
ции

общая удель-
ная

Культуральная 
жидкость 200 0,185 5 1000 27 1

Осаждение 
хлоридом  
натрия

50 0,22 5 250 22,7 0,84

Раствор  
лиофильного 
порошка

5 1,07 33 165 30,8 1,14
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12000 об/мин при температуре 4 °С в течение 
10 мин. В надосадочной жидкости определяли 
концентрацию белка и уровень МСА. Для опре-
деления остаточной МСА процедуру повторяли 
с буфером, содержащим 0,1; 0,25; 1 М NaCl.

Результаты и их обсуждение. Первый 
этап очистки культуральной жидкости по-
зволил сохранить практически всю исходную 
МСА (табл. 1).

Часть лиофильного порошка использова-
ли для дальнейшей очистки препарата, содер-
жащего МСА и ПА на ионообменниках (КМ- 
и ДЭАЭ-сефарозе).

Хроматография на КМ-сефарозе показа-
ла, что ПА исходного препарата представлена 
тремя фракциями:

ферментами, которые элюируются с колон-
ки буфером без добавления соли;

ферментами, которые элюируются с колон-
ки буфером, содержащим от 0,1 до 0,25 М NaCl;

ферментами, которые элюируются с колон-
ки буфером, содержащим от 0,1 до 0,75 М NaCl 
(табл. 2).

Таким образом, произошло частичное 
разделение молокосвертывающей и общей 
ПА препарата.

Данный метод можно рекомендовать для 
дальнейших более детальных исследований 
свойств протеолитических ферментов, вхо-
дящих в исходный препарат, например, суб-
стратной специфичности.

При хроматографии на ДЭАЭ-сефарозе 
фермент, обладающий МСА, не связывается 
с носителем, при этом достигается его очистка 
в 22,7 раза. Это обусловлено тем, что большин-
ство белков (более 50 % от общего количества 
белка, наносимого на колонку) связывается 
с анионообменником. Кроме того, в процессе 
хроматографического разделения происходит 
автоактивация ферментов или фермента, об-
ладающего МСА. Данное явление обнаруже-
но ранее для ферментного препарата, содер-
жащего МСА из плодовых тел P. ostreatus [6]. 
Как видно из табл. 3, при данном виде хрома-
тографии МСА и общая ПА не разделяются.

Так как данный метод можно рекомендовать для использования в молочной промышленно-
сти (сыроделии) на этапе получения сырного сгустка, целесообразно предложить использова-
ние бэтч-метода при очистке на DEAE-сефарозе. Результаты очистки бэтч-методом приведены 
в табл. 4.

В результате применения такого метода достигнута степень очистки в 21 раз. При этом зна-
чительно экономится время проведения эксперимента, что является важным при использовании 
данного метода в промышленности. В качестве носителя можно рекомендовать недорогие анио-
нообменники, например DEAE-целлюлозу.

Т а б л и ц а  2.  Очистка ферментного препарата 
на КМ-сефарозе

T a b l e  2.  Purification of the enzyme preparation 
on KM-sepharose

Фракция

Объем 
фрак-
ции, 
мл

Содер-
жа ние 
бел ка, 
мг/мл

МСА, ед/мл Сте-
пень 

очист-
ки

во 
фрак-
ции

общая удель-
ная 

Раствор  
лиофильного 
порошка

10 1,07 33 165 30,8 1,14

МСА: объеди-
ненная фракция 20 0,15 90 900 300 11

ПА: фракция 1 20 0,15 16,9 338 113 2,7
ПА: фракция 2 10 0,16 15,7 157 98 2,3
ПА: фракция 3 10 0,07 20 200 285,7 6,8

Т а б л и ц а  3.  Очистка ферментного препарата 
на DEAE-сефарозе

T a b l e  3.  Purification of the enzyme preparation 
on DEAE-sepharosa

Фракция

Объем 
фрак-
ции, 
мл

Содер-
жание 
белка, 
мг/мл

Активность, ед/мл Сте-
пень 

очист-
ки

во 
фрак-
ции

общая удель-
ная 

Раствор  
лиофильного 
порошка

5 1,07 33 165 30,8 1

МСА: 
объединенная 
фракция

8 0,13 92,5 740 698 22,7

ПА: объединен-
ная фракция 8 0,13 24,31 194,5 183,5 5,2

Т а б л и ц а  4.  Очистка ферментного препарата 
на DEAE-сефарозе с помощью бэтч-метода

T a b l e  4.  Purification of the enzyme preparation 
on DEAE-sepharose using the batch method

Фракция

Объем 
фрак-
ции, 
мл

Содер-
жание 
белка, 
мг/мл

МСА, ед/мл Сте-
пень 

очист-
ки

во 
фрак-
ции

общая удель-
ная

Раствор  
лиофильного 
порошка

5 1,07 33 165 30,8 1,14

Объединенная 
фракция 7 0,15 100 700 648 21
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Заключение. Хроматографическое разделение МСА и ПА на КМ-сефарозе можно рекомен-
довать для дальнейших более детальных исследований протеолитических ферментов, входящих 
в исходный препарат. Очистку ферментного препарата, обладающего МСА, с помощью хромато-
графии на ДЭАЭ-сефарозе предлагаем использовать в сыроделии на этапе образования сырного 
сгустка. Планируется дальнейшая очистка препарата, обладающего МСА, и изучение субстрат-
ной специфичности ферментов, входящих во фракции, разделяемые с помощью хроматографии 
на ионообменных носителях.
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