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Öèêëîäåêñòðèíãëþêàíîòðàíñôåðàçà
(ÖÃÒàçà, ÊÔ 2.4.1.19) – ôåðìåíò, êàòàëèçèðó-
þùèé ðåàêöèè ìåæìîëåêóëÿðíîãî òðàíñãëè-
êîçèëèðîâàíèÿ, â êîíå÷íîì èòîãå ïðèâîäÿùèå
ê äåïîëèìåðèçàöèè êðàõìàëà ñ îáðàçîâàíè-
åì öèêëîäåêñòðèíîâ (ÖÄ) – íåðåäóöèðóþùèõ
ìàêðîöèêëè÷åñêèõ îëèãîñàõàðèäîâ, øèðîêî
èñïîëüçóåìûõ â ïèùåâîé ïðîìûøëåííîñòè,
ôàðìàöåâòèêå, êîñìåòèêå, îðãàíè÷åñêîì ñèí-
òåçå [1]. Íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåíû è èçâåñò-
íû àëüôà-, áåòà- è ãàììà-ÖÄ, ìîëåêóëû êîòî-
ðûõ ñîñòîÿò èç 6, 7 è 8 îñòàòêîâ D-ãëþêîïè-
ðàíîçû, ñâÿçàííûõ àëüôà-1→4-D ñâÿçÿìè.
Áîëüøèíñòâî ÖÃÒàç ýêñòðàöåëëþëÿðíû, è
öèêëèçóþùèé ôåðìåíò ëîêàëèçîâàí ñ âíåø-
íåé ñòîðîíû êëåòî÷íîé ìåìáðàíû.

Èçâåñòíûå ïðîäóöåíòû ÖÃÒàç ïðèíàäëå-
æàò ê áàêòåðèÿì ðîäîâ Bacillus è Paenibacillus,
òàêèå êàê Paenibacillus macerans, Ð. illinoisensis,
P. chibensis, P. graminis, P. stellifer,
P. campinasensis, Bacillus agaradhaerens [2–9].
Åäèíè÷íûå ïðîäóöåíòû ïîçèöèîíèðîâàíû
íà óðîâíå ðîäîâ Klebsiella [10].

Â îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ áàêòåðèè ðîäà
Paenibacillus ñïîñîáíû âûäåëÿòü â ñðåäó ýê-
ñòðàöåëëþëÿðíûå ïîëèñàõàðèäû (ýêçîïîëè-
ñàõàðèäû, ÝÏÑ), ÿâëÿþùèåñÿ ýíåðãåòè÷åñêèì
ðåçåðâîì êëåòîê â óñëîâèÿõ äåôèöèòà ïèòà-
òåëüíûõ âåùåñòâ [11–13]. ÝÏÑ – ýêçîãåííûå
ïðîäóêòû ìåòàáîëèçìà ìèêðîîðãàíèçìîâ,
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Äëÿ óñòîé÷èâîãî áèîñèíòåçà è óâåëè÷åíèÿ àêòèâíîñòè öèêëîäåêñòðèíãëþêàíîòðàíñôåðàçû áàêòåðèé
Paenibacillus ehimensis IB-739 ïðîâåäåí ïîèñê ïîäõîäÿùèõ êîìïîíåíòîâ ïèòàòåëüíîé ñðåäû ïî ñîñòàâó.
Îáíàðóæåíî, ÷òî ïðèñóòñòâèå êàòèîíîâ êàëüöèÿ â ïèòàòåëüíîé ñðåäå â êîíöåíòðàöèè 1÷2 ã/ë èíãèáèðóåò
îáðàçîâàíèå ýêñòðàöåëëþëÿðíûõ ïîëèñàõàðèäîâ â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: öèêëîäåêñòðèíãëþêàíîòðàíñôåðàçà, ÖÃÒàçà, Paenibacillus, Paenibacillus ehimensis,
êóëüòèâèðîâàíèå, öèêëîäåêñòðèíû, ÖÄ.

îáëàäàþùèå ñïîñîáíîñòüþ îáðàçîâûâàòü
ãåëè ðàçëè÷íîé ïëîòíîñòè ïðè ìàëûõ êîíöåí-
òðàöèÿõ ïîëèñàõàðèäà. Èññëåäóåìûé øòàìì
P. ehimensis õàðàêòåðèçóåòñÿ ñïîñîáíîñòüþ ê
îáðàçîâàíèþ ýêçîïîëèñàõàðèäîâ àëüãèíàòíî-
ãî òèïà, ÷òî â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðè-
âîäèò ê ôîðìèðîâàíèþ âûñîêîâÿçêîé ñðåäû
[13]. Õîòÿ â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ íàêîï-
ëåíèå ýêçîïîëèñàõàðèäà íå âëèÿåò ñóùå-
ñòâåííî íà óðîâåíü ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâ-
íîñòè ÖÃÒàçû, òåì íå ìåíåå åãî ïðèñóòñòâèå
ñîçäàåò ñåðüåçíûå òðóäíîñòè äëÿ âûäåëåíèÿ
ôåðìåíòà èç êóëüòóðàëüíîé ñðåäû.

Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâè-
ëîñü êîíñòðóèðîâàíèå ñîñòàâà ïèòàòåëüíîé
ñðåäû, îáåñïå÷èâàþùåé ñíèæåíèå âÿçêîñòè
ýêñòðàöåëëþëÿðíûõ ïîëèñàõàðèäîâ â êóëüòó-
ðàëüíîé æèäêîñòè (ÊÆ), à òàêæå äëÿ óñòîé-
÷èâîãî áèîñèíòåçà è óâåëè÷åíèÿ àêòèâíîñòè
ÖÃÒàçû êóëüòóðîé P. ehimensis IB-739 êàê êî-
íå÷íîãî ïðîäóêòà ôåðìåíòàöèè.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû. Îáúåêòîì èññëå-
äîâàíèé ñëóæèëà êóëüòóðà àýðîáíûõ ñïîðî-
îáðàçóþùèõ áàêòåðèé Paenibacillus ehimensis
ÂÊÌB-2680D èç êîëëåêöèè ëàáîðàòîðèè ïðè-
êëàäíîé ìèêðîáèîëîãèè Èíñòèòóòà áèîëîãèè
ÓÍÖ ÐÀÍ, òàêæå èçâåñòíîé ïîä íîìåðàìè
IB-739 è ÈÁ-739 [14].
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Ôåðìåíò íàðàáàòûâàëè íà ñðåäå Ê-1,
ñîñòàâ êîòîðîé ïðèâåäåí â òàáëèöå. Äëÿ âû-
äåëåíèÿ ÖÃÒàçû èç êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè
áàêòåðèàëüíûå êëåòêè îòäåëÿëè öåíòðèôóãè-
ðîâàíèåì ïðè 6000 g â òå÷åíèå 30 ìèí,
ôèëüòðàò êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè êîíöåíò-
ðèðîâàëè ìåòîäîì óëüòðàôèëüòðàöèè íà ïî-
ëûõ âîëîêíàõ ÂÏÓ-50 ñ ïðåäåëîì îòñå÷åíèÿ
50 êÄà.

ÖÃÒàçíóþ àêòèâíîñòü ôåðìåíòíîãî ïðå-
ïàðàòà èçìåðÿëè ìîäèôèöèðîâàííûì ôåíîë-
ôòàëåèíîâûì ìåòîäîì, èñïîëüçóÿ äëÿ ðàçáàâ-
ëåíèÿ ôåðìåíòà 50 ìÌ àöåòàòíûé áóôåð
ðÍ 6,0÷6,1, ñîäåðæàùèé 10 ìÌ CaCl2 [15]. Çà
1 åäèíèöó àêòèâíîñòè ïðèíèìàëè êîëè÷åñòâî
ÖÃÒàçû, êàòàëèçèðóþùåå îáðàçîâàíèå 1 ìêÌ
áåòà-ÖÄ â òå÷åíèå 1 ìèí ïðè 40°Ñ.

Ïðèðîñò êëåòî÷íîé áèîìàññû ðåãèñòðè-
ðîâàëè ôîòîìåòðè÷åñêèì ìåòîäîì, îñíîâàí-
íûì íà ñïîñîáíîñòè áàêòåðèàëüíîé ñóñïåíçèè
ïîãëîùàòü ëèáî ðàññåèâàòü ñâåò ïðîïîðöèî-
íàëüíî êîëè÷åñòâó áàêòåðèé, ïî îïòè÷åñêîé
ïëîòíîñòè ÊÆ ïðè äëèíå âîëíû 630 íì íà
ñïåêòðîôîòîìåòðå ÑÔ-46 («ËÎÌÎ», Ðîññèÿ).

Îïðåäåëåíèå ñîîòíîøåíèÿ êîëè÷åñòâà
ñïîð ê êîëè÷åñòâó âåãåòàòèâíûõ êëåòîê ïðî-
âîäèëè ïóòåì ïðÿìîãî ïîäñ÷åòà èõ â ïîëå
çðåíèÿ ïðè ìèêðîñêîïèðîâàíèè ÊÆ ñ èñïîëü-

çîâàíèåì ôàçîâî-êîíòðàñòíîãî óñòðîéñòâà
ìèêðîñêîïà «Leica DM 1000» (Ãåðìàíèÿ).

Îïðåäåëåíèå äèíàìè÷åñêîé âÿçêîñòè ÊÆ
îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ öèôðîâîãî ðîòàöè-
îííîãî âèñêîçèìåòðà Brookfild LSRV (ÑØÀ)
ïðè ñêîðîñòè âðàùåíèÿ ðîòîðà 10 îá/ìèí.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå. Êîíñòðóèðî-
âàíèå ïèòàòåëüíîé ñðåäû ïî ñîñòàâó âûïîë-
íÿëè, âàðüèðóÿ ñîäåðæàíèå ñóáñòðàòà, èñòî÷-
íèêîâ àçîòà ðàçëè÷íîé ïðèðîäû, áóôåðíûõ
êîìïîíåíòîâ, èñòî÷íèêîâ êàëüöèÿ, â ñðåäå
Ê-1. Âûïîëíÿÿ ïîøàãîâîå èçìåíåíèå êîíöåí-
òðàöèè óêàçàííûõ ôàêòîðîâ â ñòîðîíó óâåëè-
÷åíèÿ èëè óìåíüøåíèÿ, îòìå÷àëè ñòåïåíü èõ
âëèÿíèÿ íà ðåçóëüòèðóþùóþ àêòèâíîñòü
ÖÃÒàçû è âÿçêîñòü ÊÆ. Â ñîîòâåòñòâèè ñ ïî-
ëó÷åííûì îòêëèêîì ïðîâîäèëè äîïîëíèòåëü-
íûå ýêñïåðèìåíòû, íàïðàâëåííûå íà ïîèñê
îïòèìóìà êîíöåíòðàöèè èññëåäóåìîãî ôàêòî-
ðà ïðè ôèêñèðîâàííûõ çíà÷åíèÿõ îñòàëüíûõ.
Â òàáëèöå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû êîíñòðó-
èðîâàíèÿ ïèòàòåëüíîé ñðåäû äëÿ ìàêñèìàëü-
íîãî áèîñèíòåçà ÖÃÒàçû ïðè îäíîâðåìåííîì
èçìåðåíèè âÿçêîñòè ÊÆ (ïðèâåäåíû íåêîòî-
ðûå âàðèàíòû ñîñòàâà ïèòàòåëüíûõ ñðåä).

Èç ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ èçâåñòíî, ÷òî
íà óðîâåíü ïðîäóêöèè ÝÏÑ èìåþò âëèÿíèå

Ò à á ë è ö à

Ïîäáîð êîìïîíåíòîâ ïèòàòåëüíîé ñðåäû äëÿ ìàêñèìàëüíîãî áèîñèíòåçà ÖÃÒàçû
P. ehimensis IB-739 è ñíèæåíèÿ íàêîïëåíèÿ ýêçîïîëèñàõàðèäà (ÝÏÑ)

Ñîäåðæàíèå êîìïîíåíòà â ñðåäàõ ¹ …, % Êîìïîíåíò, % 1 (Ê-1) 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Êðàõìàë 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,5 2,0 2,0 2,0 2,5 
Ïåïòîí 0,4 – 0,4 0,4 0,4 0,3 0,45 – 0,3 0,3 
Äðîææåâîé  
ýêñòðàêò 0,5 – 0,5 0,5 0,5 0,3 0,45 – 0,3 0,3 

Êóêóðóçíûé 
ýêñòðàêò – 0,3 – – – 0,3 – 0,1 0,3 0,3 

ÊÍ2ÐÎ4 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 – – – – – 
Na2HPO4 0,1 – 0,1 0,1 – – – – – – 
(NH4)2SO4 – 0,2 – – – 0,2 0,45 0,2 0,2 0,2 
CaCl2 – – 0,2 – – – – – – – 
CaCO3 – – – 0,2 0,2 – – – – – 

Õàðàêòåðèñòèêà ÊÆ, ïîëó÷åííàÿ íà ñðåäàõ ðàçëè÷íîãî ñîñòàâà: 
Àêòèâíîñòü, 
åä/ìë 

2,53± 
±0,2 

1,85± 
±0,2 

2,54± 
±0,5 

2,86± 
±0,5 

3,75± 
±0,5 

2,31± 
±0,4 

1,13± 
±0,2 

0,65± 
±0,4 

1,24± 
±0,4 

0,75± 
±0,2 

Ïðåäåëû âÿçêî-
ñòè ÊÆ, ñÏà 

55– 
75 

970–
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970–
1065 
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1640 
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75 
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1550–
1640 
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75 

55– 
75 

55– 
75 
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ðàçëè÷íûå ôàêòîðû, â òîì ÷èñëå ñîäåðæàíèå
ôîñôàò-èîíîâ è èîíîâ Ñà2+ [16]. Êàê ñëåäóåò
èç ïðåäñòàâëåííûõ äàííûõ, â óñëîâèÿõ ëàáî-
ðàòîðíîãî ýêñïåðèìåíòà ïðè ðàáîòå ñ êóëüòó-
ðîé P. ehimensis IB-739 èñïîëüçîâàíèå äâóçà-
ìåùåííîãî ôîñôàòà íàòðèÿ è êàðáîíàòà êàëü-
öèÿ (âàðèàíò ¹ 4, òàáë.) â ñîñòàâå ïèòàòåëü-
íîé ñðåäû íå ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ áèîñèí-
òåçà ÝÏÑ. Âîçìîæíî, ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî
îäíîâðåìåííîå íàëè÷èå äâóõ ýòèõ êîìïîíåí-
òîâ â ñîñòàâå ñðåäû, êàê ïîêàçàëè äàííûå êîí-
òðîëÿ pH, ïðèâîäèò ê ñäâèãó êèñëîòíî-îñíîâ-
íîãî ðàâíîâåñèÿ è ïîäùåëà÷èâàíèþ ñðåäû,
÷òî íåãàòèâíî îòðàæàåòñÿ íà ôèçèîëîãè÷å-
ñêîì ñîñòîÿíèè øòàììà, âñëåäñòâèå ÷åãî àê-
òèâíîñòü ÖÃÒàçû âîçðàñòàåò íåçíà÷èòåëüíî.

Ìàêñèìàëüíàÿ àêòèâíîñòü ïðè ðàáîòå ñ
êóëüòóðîé P. ehimensis IB-739 äîñòèãàåòñÿ íà
ñðåäå ñëåäóþùåãî ñîñòàâà (â ãðàììàõ): êðàõ-
ìàë – 10,0; ïåïòîí – 4,0; äðîææåâîé ýêñòðàêò –
5,0; ÊH2PO4 – 1,0; ÑaÑÎ3 – 1,0; äèñòèëëèðî-
âàííàÿ âîäà – äî 1000 ìë. Ïðè èñïîëüçîâàíèè
ïèòàòåëüíîé ñðåäû óêàçàííîãî ñîñòàâà áûë
äîñòèãíóò óñòîé÷èâûé áèîñèíòåç ÖÃÒàçû
êóëüòóðîé P. ehimensis IB-739, à òàêæå ñíèæåí
óðîâåíü íàêîïëåíèÿ ýêñòðàöåëëþëÿðíûõ ïî-
ëèñàõàðèäîâ. Òàêèì îáðàçîì, ïðè âûðàùèâà-
íèè øòàììà â ïðèñóòñòâèè êàðáîíàòà êàëü-
öèÿ â êîíöåíòðàöèè 1÷2 ã/ë âÿçêîñòü ÊÆ ñî-
ñòàâèëà 55–75 ñÏà è áûëà ïðèåìëåìà äëÿ âû-
äåëåíèÿ ÖÃÒàçû è èçó÷åíèÿ åå ñâîéñòâ.

Íà ñðåäå îïòèìàëüíîãî ñîñòàâà áûëà èçó-
÷åíà äèíàìèêà íàêîïëåíèÿ ÖÃÒàçû â ïðîöåññå
êóëüòèâèðîâàíèÿ øòàììà P. ehimensis IB-739.
Ïîëó÷åííûå äàííûå ïðåäñòàâëåíû íà ðèñóíêå.

Ïðèâåäåííûå äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî
íà÷àëî ðîñòà âåãåòàòèâíûõ êëåòîê îòìå÷àåò-
ñÿ ÷åðåç 13–15 ÷ ïîñëå èíîêóëÿöèè. Ñåêðåöèÿ
ÖÃÒàçû íà÷èíàåòñÿ ÷åðåç 25–27 ÷ îò íà÷àëà
êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ïîäúåìîì àêòèâíîñòè äî
ìàêñèìàëüíîãî (è ñòàáèëüíîãî) óðîâíÿ 3,7–
4,2 åä/ìë ïîñëå 48–55 ÷. Ìèêðîñêîïè÷åñêèé
àíàëèç ïðîá ÊÆ ïîêàçàë, ÷òî ïðîöåññ àêòèâ-
íîãî äåëåíèÿ êëåòîê ê ýòîìó âðåìåíè ïðåêðà-
ùàåòñÿ. Ñïîðîîáðàçîâàíèå êóëüòóðû
P. ehimensis IB-739 â ôåðìåíòàöèîííîé ñðå-
äå íà÷èíàåòñÿ ÷åðåç 48 ÷ êóëüòèâèðîâàíèÿ.
Ýòîò ïðîöåññ ïîëíîñòüþ çàâåðøàåòñÿ ÷åðåç

72 ÷, êîãäà â ñðåäå íàêàïëèâàåòñÿ ìàêñèìàëü-
íîå êîëè÷åñòâî ÖÃÒàçû. Ïðè ýòîì óñòîé÷è-
âûé áèîñèíòåç ÖÃÒàçû íàáëþäàåòñÿ â ïåðè-
îä ñòàöèîíàðíîé ôàçû ðîñòà è êîððåëèðóåò ñ
ïðîöåññîì ïåðåõîäà îò âåãåòàòèâíîé ñòàäèè
ðîñòà ê ñïîðîîáðàçîâàíèþ.

Âûâîäû. Ðåçþìèðóÿ ñêàçàííîå, ñëåäóåò
îòìåòèòü, ÷òî ïðèñóòñòâèå êàòèîíîâ êàëüöèÿ
â ïèòàòåëüíîé ñðåäå â êîíöåíòðàöèè 1÷2 ã/ë
èíãèáèðóåò îáðàçîâàíèå ýêñòðàöåëëþëÿðíûõ
ïîëèñàõàðèäîâ, âëèÿþùèõ íà âÿçêîñòü ÊÆ, â
ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ öèêëîäåêñòðèíî-
ãåííûõ áàêòåðèé P. ehimensis IB-739, âñëåä-
ñòâèå ÷åãî äîñòèãàåòñÿ óñòîé÷èâûé ñèíòåç è
óâåëè÷åíèå àêòèâíîñòè ôåðìåíòà.
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CONSTRUCTION  OF  A  NUTRIENT  MEDIUM  FOR  SUSTAINABLE  BIOSYNTHESIS
OF  CYCLODEXTRIN  GLYCOSYLTRANSFERASE

FROM  PAENIBACILLUS  EHIMENSIS  IB-739

© P.Yu. Milman, E.A. Gilvanova

In order to achieve sustainable biosynthesis and get an increase in the activity of ñyclodextrin glycosyltransferase
(CGTase) from bacteria Paenibacillus ehimensis IB-739 we have performed a search for suitable nutrient medium
components. It has been found that the presence of calcium ions in the growth medium at a concentration of
1÷2 g/l inhibits extracellular polysaccharides during cultivation and stabilizes the activity at a higher level.

Key words: cyclodextrin glycosyltransferase, CGTase, Paenibacillus, P. ehimensis, cultivation, cyclodextrins,
CDs.
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