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Аннотация

В стационарной фазе роста бактерии Bacillus amyloliquefaciens секретируют глута-
милэндопептидазы, относящиеся к классу сериновых протеиназ. Анализ динамики рос-
та и накопления фермента в культуральной жидкости B. amyloliquefaciens показал, что
максимальная протеолитическая активность обнаруживается в ранней стационарной
фазе на 22-й час (глутамилэндопептидаза 1) и в поздней стационарной фазе на 46-й час
роста (глутамилэндопептидаза 2).

В двухфакторных экспериментах подобраны оптимальные для биосинтеза фермен-
тов соотношения концентраций основных компонентов питательной среды – пептона и
неорганического фосфата. Исследовано влияние дополнительных источников азота и
углерода на уровень активности протеиназ в культуральной жидкости. Установлено,
что ионы аммония, внесенные в питательную среду в виде хлорида аммония, значи-
тельно снижают продукцию глутамилэндопептидаз B. amyloliquefaciens. Цитрат аммо-
ния индуцирует синтез обеих протеиназ, повышая продуктивность культуры в 1.5–2 ра-
за. Показано, что глюкоза, внесенная в питательную среду перед засевом, ингибирует
биосинтез глутамилэндопептидаз по типу катаболитной репрессии. Внесение глюкозы
в позднюю стационарную фазу роста не влияет на уровень продукции ферментов.

Введение

Большие перспективы использования протеолитических ферментов дикту-
ют необходимость поиска как новых продуцентов, так и путей увеличения вы-
хода протеиназ. На них приходится 40% от мирового объема производства всех
ферментов [1]. Микроорганизмы являются удобными источниками протеиназ,
так как выход ферментов может быть существенно увеличен за счет воздейст-
вия на условия роста, в частности, при варьировании состава питательной сре-
ды. Активными продуцентами широкого спектра протеиназ с различными
свойствами являются бациллы. Исследование закономерностей биосинтеза из-
вестных протеолитических ферментов бацилл позволит направленно влиять на
уровень продукции тех из них, которые имеют практическую ценность, а также
приблизит нас к пониманию функциональной роли протеиназ в клетке. Подбор
оптимальных условий культивирования для получения максимального выхода
протеиназ является первым этапом работы по установлению механизмов био-
синтеза ферментов.
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Бактерии B. amyloliquefaciens секретируют в среду сериновые протеиназы,
среди которых обнаружены глутамилэндопептидазы, обладающие строгой суб-
стратной специфичностью к пептидным связям, образованным дикарбоновыми
кислотами. В литературе очень мало данных о закономерностях биосинтеза
этих ферментов. Получение информации о новом представителе малоизученно-
го подсемейства глутамилэндопептидаз позволит пополнить наши знания об
этих ферментах.

Целью данной работы является оптимизация состава питательной среды для
получения эффективной продукции глутамилэндопептидаз B. amyloliquefaciens.

1. Материалы и методы исследования

В работе использовали штамм B. amyloliquefaciens H2 из коллекции кафед-
ры микробиологии Казанского государственного университета.

Исходной питательной средой для культивирования служила среда сле-
дующего состава (г/л): пептон – 20 г/л, СаCI2 · 2Н2О – 0.1, MgSO4 · 7Н2О – 0.3,
NaCI – 3.0, MnSO4 – 0.1, рН 8.5 [2]. Среду стерилизовали при 1 атм.

Для изучения биосинтеза глутамилэндопептидаз B. amyloliquefaciens в раз-
ные варианты состава питательной среды вносили пептон в конечной концен-
трации 10–35 г/л. Растворы неорганического фосфата (Na2HPO4 · 12H2O), цит-
рата аммония (C5H7O5COONH4) и хлористого аммония (NH4Cl) стерилизовали
отдельно при 1 атм и вносили в среду перед посевом: неорганический фосфат –
в конечной концентрации 0.1–0.3 г/л, растворы солей аммония – в конечной
концентрации 1–5 мМ.

Культивирование бактерий проводили при температуре 30ºС на вибростен-
де с интенсивностью качания 200 об/мин, при соотношении объема среды к
объему колбы, равном 1 : 5. Посевным материалом служила 12–15-часовая
культура (1% v/v).

Контроль за ростом культуры осуществляли, определяя изменение оптиче-
ской плотности (Dопт) культуры. Прирост биомассы определяли нефелометри-
чески на ФЭК-56 ПМ со светофильтром 9 при длине волны 590 нм. За единицу
биомассы принимали поглощение в 1-см кювете.

Определение протеолитической активности проводили по методу, описан-
ному ранее [3]. Субстратом служил специфический для глутамилэндопептидаз
синтетический хромогенный субстрат Z-Glu-pNA, полученный в лаборатории
Химического факультета Московского государственного университета. За еди-
ницу активности принимали количество фермента, которое в условиях экспе-
римента гидролизует 1 мкМ субстрата за 1 мин.

Продуктивность культуры рассчитывали как отношение ферментативной
активности к оптической плотности культральной жидкости.

При изучении спорообразования в качестве инокулята использовали 50-
часовую культуру. Для получения синхронной культуры инокулят кратковре-
менно прогревали при 80ºС 5–6 раз по 30 с. Для подсчета свободных спор
клетки окрашивали по Пешкову [4], при этом свободные споры окрашивались
в синий цвет, а вегетативные и спорулирующие клетки – в ярко-розовый. Ко-
личество спор выражали в процентах по отношению к общему количеству ве-
гетативных и спорулирующих клеток (100%), подсчет которых проводили в



ПИТАТЕЛЬНАЯ СРЕДА ДЛЯ ПРОДУКЦИИ ГЛУТАМИЛЭНДОПЕПТИДАЗ 81

режиме фазово-контрастной микроскопии (микроскоп Carl Zeiss Jena) при уве-
личении в 1600 раз в 5–10 полях зрения.

Результаты двухфакторных экспериментов обрабатывали с помощью ком-
плекса программ BIOPT [5].

2. Результаты и обсуждение

2.1. Динамика биосинтеза глутамилэндопептидазы. Бактерии B. amylo-
liquefaciens секретируют в среду сериновые протеиназы, среди которых обна-
ружена глутамилэндопептидаза, относящаяся к семейству химотрипсинов клас-
са сериновых протеиназ. С помощью специфического хромогенного субстрата
Z-Glu-pNA в культуральной жидкости обнаружены две фракции ферментатив-
ной активности (рис. 1). Фермент первой фракции появляется в среде на 14-й
час роста и достигает максимума активности в начале стационарной фазы роста
на 22-й час – глутамилэндопептидаза 1 («ранний» белок), максимум активности
второй фракции определяется в конце стационарной фазы роста на 46-й час –
глутамилэндопептидаза 2 («поздний» белок). В литературе практически нет
данных о биосинтезе глутамилэндопептидаз в поздней стационарной фазе рос-
та бактерий. Ранее в нашей лаборатории в культуральной жидкости B. interme-
dius 3–19 были обнаружены две глутамилэндопептидазы, причем максимум на-
копления глутамилэндопептидазы 1 наблюдался значительно раньше, чем для
глутамилэндопептидаза 1 B. amyloliquefacens, а именно в позднюю логарифми-
ческую фазу роста на 18-й час [6]. Максимумы накопления «поздних» белков –
глутамилэндопептидаз 2 – для B. amyloliquefaciens и B. intermedius совпадают:
44–46-й час роста культуры.

2.2. Динамика спорообразования. Для решения вопроса о том, является
ли глутамилэндопептидаза 2 секретируемым белком, была исследована дина-
мика спорообразования. Из рис. 1 видно, что к моменту максимального накоп-
ления глутамилэндопептидазы 2 в культуральной жидкости количество сво-
бодных спор не превышает 10%, это позволяет предположить, что максималь-
ное накопление глутамилэндопептидазы 2 на 46-й час роста не связано с лизи-
сом клеток. Следовательно, глутамилэндопептидаза 2 B. amyloliquefaciens явля-
ется секретируемым ферментом. Резкое увеличение количества свободных
спор наблюдается после 60-го часа роста культуры и к 70-му часу достигает
уровня 60%. Все последующие исследования мы проводили с секретируемыми
глутамилэндопептидазами стационарной фазы роста B. amyloliquefaciens.

2.3. Влияние концентраций пептона и неорганического фосфата на био-
синтез глутамилэндопептидаз B. amyloliquefaciens. Так как синтез внекле-
точных ферментов в значительной степени определяется составом среды куль-
тивирования, мы исследовали влияние основных компонентов питательной сре-
ды – пептона и неорганического фосфата – на накопление «раннего» и «поздне-
го» белков. Ранее при изучении локализации протеиназ в клетках B. intermedius
3–19 было показано, что на среде без неорганического фосфата возрастает доля
протеиназы во фракции клеточной стенки и уменьшается в культуральной
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Рис. 1. Динамика роста, спорообразования и биосинтеза глутамилэндопептидаз Bacillus
amyloliquefaciens H2 1 – OD590, 2 – спорообразование, 3 – активность глутамилэндопеп-
тидазы; I – глутамилэндопептидаза 1, II – глутамилэндопептидаза 2

жидкости. По-видимому, неорганический фосфат оказывает опосредованное
влияние на выход ферментов из клеток, что связано с образованием резервного
пула гидролаз в поверхностном слое клеток бактерий [7].

В двухфакторных экспериментах были установлены оптимальные концен-
трации пептона и неорганического фосфата (Фн) для синтеза глутамилэндопеп-
тидазы 1 и 2. Концентрации указанных факторов варьировали на трех уровнях.
Принятые уровни указанных факторов и усредненные по трем повторностям
значения активности и продуктивности культуры в отношении синтеза протеи-
наз сведены в табл. 1 и 2.

Зависимость накопления ферментов в культуральной жидкости от концен-
траций пептона и неорганического фосфата в среде представлена на рис. 2, a, б
в виде линий уровня активностей. При этом убедительно показано, что концен-
трации пептона 25 и 18 г/л, а также неорганического фосфата 0.3 и 0.38 г/л, со-
ответственно, для глутамилэндопептидаз 1 и 2 находятся внутри области экс-
перимента, которая ограничена со всех сторон линией уровня y.

Полученные результаты позволяют сделать заключение, что указанные кон-
центрации пептона и неорганического фосфата являются оптимальными для
биосинтеза глутамилэндопептидаз ранней и поздней стационарных фаз B. amy-
loliquefaciens. При обработке полученных экспериментальных данных по про-
дуктивности культуры в отношении синтеза исследуемых ферментов с помо-
щью программы «Биопт» были получены оптимумы, совпадающие с оптиму-
мами протеиназной активности, поэтому линии уровня продуктивности B. amy-
loliquefaciens здесь не приводятся.

Интересно отметить, что для глутамилэндопептидаз B. intermedius 3–19 по-
казано, что разница в содержании пептона невелика (20 и 19 г/л соответствен-
но), однако есть отличие в содержании неорганического фосфата в среде – 0.2
и 0.3 г/л соответственно [8, 9]. Таким образом, полученные результаты отли-
чаются от известных для глутамилэндопептидаз B. intermedius.
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Табл. 1
Оптимизация состава питательной среды для биосинтеза глутамилэндопептидазы 1
B. amyloliquefaciens (результаты представлены в виде среднее значение ± стандартное
отклонение, n = 3)

Уровни факторов
Пептон Фн

X1 г/л X2 г/л

Биомасса,
опт. ед.

Активность,
мкМ/мл

Продуктивность
усл. ед.

+ 35 + 0.4 7.2 6.2 ± 0.75 0.86 ± 0.081
– 15 + 0.4 3.6 2.5 ± 0.32 0.69 ± 0.075
+ 35 – 0.2 9.2 3.7 ± 0.41 0.4 ± 0.048
– 15 – 0.2 9.2 4.9 ± 0.57 0.53 ± 0.06
+ 35 0 0.3 9.2 4.8 ± 0.54 0.52 ± 0.061
– 15 0 0.3 8.9 7.4 ± 0.81 0.83 ± 0.087
0 25 + 0.4 8.9 6.4 ± 0.73 0.72 ± 0.078
0 25 – 0.2 10.3 6.3 ± 0.68 0.62 ± 0.065

Табл. 2
Оптимизация состава питательной среды для биосинтеза глутамилэндопептидазы 2
B. amyloliquefaciens (результаты представлены в виде среднее значение ± стандартное
отклонение, n = 3)

Уровни факторов
Пептон Фн

X1 г/л X2 г/л

Биомасса,
опт. ед.

Активность,
мкМ/мл

Продуктивность
усл. ед.

+ 30 + 0.4 12.6 6.17 ± 0.63 0.49 ± 0.52
– 10 + 0.4 3.9 7.4 ± 0.81 1.9 ± 0.02
+ 30 – 0.2 10.2 8.6 ± 0.89 0.84 ± 0.07
– 10 – 0.2 3.4 7.4 ± 0.76 2.18 ± 0.23
+ 30 0 0.3 12.4 6.17 ± 0.63 0.5 ± 0.061
– 10 0 0.3 5.2 8.6 ± 0.92 1.65 ± 0.18
0 20 + 0.4 10 12.3 ± 1.05 1.23 ± 0.13
0 20 – 0.2 7.2 7.4 ± 0.78 1.028 ± 0.12

2.4. Влияние дополнительных источников азота на биосинтез глутами-
лэндопептидаз B. amyloliquefaciens. Известно, что дополнительные соедине-
ния азота в сочетании с пептоном могут существенно влиять на синтез и секре-
цию ферментов. Исследовали влияние ионов аммония как дополнительного
источника азота на биосинтез глутамилэндопептидаз 1 и 2 B. amyloliquefaciens
(рис. 3). Ионы аммония вносили в среду в виде органической и неорганической
солей – цитрата аммония (C5H7O5COONH4) и хлорида аммония (NH4Cl) – в ко-
нечных концентрациях 1, 3 и 5 мМ.

Для глутамилэндопептидаз B. amyloliquefaciens показано, что хлорид ам-
мония во всех концентрациях значительно снижал продукцию обоих фермен-
тов (до 60%) (рис. 3, a). По-видимому, это обусловлено репрессией синтеза фер-
ментов ионами аммония как конечным продуктоми азотного метаболизма. Дру-
гие результаты были получены для глутамилэндопептидаз ранней стационар-
ной фазы роста, секретируемых природным штаммом B. intermedius и рекомби-
нантным штаммом B. subtilis, несущим ген глутамилэндопептидазы  B. interme
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Рис. 2. Линии уровня активности глутамилэндопептидазы 1 (a) и глутамилэндопепти-
дазы 2 (б) B. amyloliquefaciens в двухфакторных экспериментах. За единицу принята
максимальная активность ферментов

dius. Показано, что хлорид аммония в тех же концентрациях приводил к повы-
шению продукции этих ферментов [9, 10].

Цитрат аммония в концентрации 1 мМ не изменял продуктивность культу-
ры относительно глутамилэндопептидазы 1 и повышал продукцию «позднего»
фермента на 30%. Повышение концентрации соли в среде до 3 мМ приводило к
интенсификации биосинтеза обоих глутамилэндопептидаз в 1.5–2 раза (рис. 3,
б). Цитрат аммония в концентрации 5 мМ практически не изменял интенсив-
ность биосинтеза глутамилэндопептидазы 1, но снижал продуктивность глута-
милэндопептидазы 2 до уровня контроля. Таким образом, концентрация цитра-
та аммония 3 мМ является оптимальной для индукции синтеза глутамилэндо-
пептидаз 1 и 2 B. amylolquefaciens. Эти результаты отличаются от данных, по-
лученных для глутамилэндопептидазы 2 B. intermedius: цитрат аммония снижа-
ет продукцию этого фермента на 30% [8].

Интересно, что добавление в питательную среду ионов аммония стимули-
ровало секрецию всех экзоферментов у Asp. oryzae, однако для Asp. nidulans
было показано, что в присутствии минеральных источников азота наблюдалась
репрессия синтеза и секреции внеклеточной протеазы [11]. Обнаружен репрес-
сирующий эффект сульфата аммония и других солей аммония на секрецию ки-
слой протеиназы Candida albicans [12]. Также было показано, что в присутст-
вии неорганического азота снижалась протеолитическая активность и продук-
тивность микромицета Alternaria alternata [13]. Таким образом, ионы аммония
по-разному влияют на биосинтез протеиназ, секретируемых представителями
различных таксономических групп.

2.5. Влияние глюкозы на биосинтез глутамилэндопептидаз B. amyloli-
quefaciens. Известно, что большинство индуцируемых ферментов, в том числе и
сериновые протеиназы, чувствительно к катаболитной репрессии: в присутст-
вии глюкозы скорость роста культуры увеличивается, а синтез ферментов по-
давляется. Например, на среде, содержащей 1% глюкозы, репрессируется синтез
щелочной протеиназы B. subtilis и нейтральной протеиназы B. mesentericus, хотя
при этом наблюдается увеличение биомассы [14]. В то же время показано, что
биосинтез протеиназ B. oligonitrophilus и B. firmus  лишь  в  незначительной  сте-
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Рис. 3. Влияние хлорида (а) и цитрата (б) аммония на продукцию глутамилэндопепти-
даз B. amyloliquefaciens (за 100% принята продуктивность на контрольной среде)

пени подвержен катаболитной репрессии [15]. Нами установлено, что при вне-
сении в среду 1% глюкозы перед началом культивирования уровень продукции
глутамилэндопептидаз B. amyloliquefaciens резко снижается (рис. 4), что свиде-
тельствует об участии катаболитной репрессии в регуляции биосинтеза этих
ферментов. Однако, внесение глюкозы в позднюю стационарную фазу роста
культуры (на 38–40-й ч роста) не влияло на биосинтез глутамилэндопептидазы
2 (рис. 5). По-видимому, на поздних стадиях развития культуры биосинтез про-
теиназ регулируется по иному механизму, нежели катаболитная репрессия.
Сходные результаты получены для глутамилэндопептидаз B. intermedius [16].

В результате проведенных исследований показано, что бактерии B. amylo-
liquefaciens секретируют в среду глутамилэндопептидазы, максимумы накопле-
ния которых приходятся на раннюю и позднюю стационарные фазы роста. По-
добран состав оптимальных питательных сред, позволяющих получить макси-
мальный выход этих ферментов (г/л). Для глутамилэндопептидазы 1: пептон –
25, Na2HPO4 · 12H2O – 0.3, СаCI2 · 2Н2О – 0.1, MgSO4 · 7Н2О – 0.3, NaCI – 3.0,
MnSO4 – 0.1, C5H7O5COONH4 – 0.63; для глутамилэндопептидазы 2: пептон –
18, Na2HPO4 · 12H2O – 0.38, СаCI2 · 2Н2О – 0.1, MgSO4 · 7Н2О – 0.3, NaCI – 3.0,
MnSO4 – 0.1, C5H7O5COONH4 – 0.63. Выявлено, что ионы аммония в составе
неорганической и органической солей оказывают различное влияние на про-
дукцию глутамилэндопептидаз B. amyloliquefaciens. Присутствие в среде хло-
рида аммония приводит к ингибированию по типу азотметаболитной репрес-
сии, в то время как цитрат аммония индуцирует синтез этих ферментов. В экс-
периментах с внесением глюкозы в питательную среду на разные часы роста
(0-й и 38–40-й) показано, что  рост  культуры  в  присутствии  глюкозы  в  среде
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приводит к репрессии синтеза протеиназ по механизму катаболитной репрес-
сии. В то же время внесение глюкозы в позднюю стационарную фазу роста не
приводит к снижению продукции глутамилэндопептидазы 2, это позволяет
предположить, что на поздних стадиях роста включаются другие механизмы
регуляции синтеза этого фермента.

Работа выполнена при финансовой поддержке Российского фонда фунда-
ментальных исследований (проект № 05-04-48182а).

Summary

L.A. Malikova, N.P. Balaban, L.A. Gabdrakhmanova, A.M. Mardanova, M.R. Sharipova.
The cultivation medium for the effective production of Bacillus amyloliquefaciens H2 glu-
tamyl endopeptidases secreted in stationary stage of growth.

B. amyloliquefaciens H2 secrete glutamyl endopeptidases, which were classified as ser-
ine proteinases. Analysis of the dynamics of B. amyloliquefaciens growth and proteinase bio-
synthesis revealed two maxim of enzyme activity of glutamyl endopeptidase: at the beginning
of stationary phase (22 h – glutamyl endopeptidase 1) and during late stationary phase (46 h –
glutamyl endopeptidase 2). Composition of culture medium yielding maximum enzyme pro-
duction by B. amyloliquefaciens was developed, employing response surface methodology.
Effect of additional nitrogen sources on proteinase synthesis was examined. Production of
glutamyl endopeptidases from B. amyloliquefaciens decreased in the presence of NH4Cl.
Ammonium citrate stimulated synthesis of both proteinases, increase the production of cul-
ture. We have been shown, that the addition into the medium of 1% glucose prior to cultiva-
tion of B. amyloliquefaciens repressed drastically glutamyl endopeptidases synthesis. In the
same time, addition of glucose at the late stationary phase did not show repressive effect to
biosynthesis of glutamyl endopeptidase 2.
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