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ТҰЖЫРЫМ

Есеп 47 беттен, 2 суреттен, 13 кестеден, 33 әдебиет көздерінен, 3 қосымшадан тұрады.

LENTINUS EDODES, ХИМИЯЛЫҚ ҚҰРАМЫ, БЕЛОКТАР, ЛИПИДТЕР, КӨМІРСУЛАР, ВИТАМИНДЕР ЖӘНЕ ПОЛИФЕНОЛДАР
Зерттеу объектілері Lentinus edodes (шиитаке) базидиальді саңырауқұлақтарының штамдары болып табылады. 

Жұмыстың мақсаты - таңдалған өндірушінің батырылған биомассасының химиялық құрамын зерттеу: шикі ақуыздың, липидтердің, май қышқылдарының, көмірсулардың, витаминдер мен полифенолдардың құрамын анықтау.

Жұмыс жүргізу әдістері – микробиологиялық, биохимиялық және биотехнологиялық зерттеу әдістері.

Терең өсіру кезінде биомасса өнімділігі жоғары 31 штаммдағы шикі ақуыз мен липидтердің жинақталу деңгейін зерттеу үшін бірқатар тәжірибелер жүргізілді. Алынған мәліметтер негізінде ақуыздардың синтезін 23% -ға дейін және липидтерді 7% -ға дейін жоғарылату мүмкіндігі бар L. edodes 2541 штаммы таңдалды.

Белоктардың аминқышқыл құрамы зерттелді. Белоктардың құрамында 17 аминқышқылдары бар екендігі анықталды, олардың 47% алмастырылмайтын болып табылады.

Липидтердің маңызды (75%) бөлігі қанықпаған май қышқылдары болып табылатындығы, липидтердің қанықпау дәрежесі 1,46 екендігі анықталды. Май қышқылдарының ішінде негізгі компонент - полиқанықпаған диол линол қышқылы (С18:2) - 69%. Бірге алынған мәліметтер L. edodes 2541 терең мицелийінің жоғары қоректік құндылығын көрсетеді.
L. edodes 2541 штаммының биомассасының көмірсулар құрамын зерттеу нәтижесінде эндополисахаридтердің, клетка қабырғасының полисахаридтері мен терең мицелийдің цитозолының әртүрлі фракцияларындағы көмірсулардың құрамы, сонымен қатар эндополисахаридтердің әр түрлі фракцияларының құрылымы мен молекулалық салмағы анықталды.

 L. edodes 2541 биомассасының дәрумендерінің құрамы зерттелді, В дәрумендері - B1, B2, B6, сондай-ақ ниацин және эргостерол бар.

L. edodes 2541 биомассасының полифенолдарының құрамын зерттеу олардың мөлшерінің 1800 мг% жететіндігін анықтауға мүмкіндік берді. Оларға фенол қышқылдары, соның ішінде р-гидроксибензой қышқылы, сондай-ақ флавондар жатады. 

Зерттеу нәтижелерінің жаңалығы L. edodes 2541 жаңа жоғары штаммының химиялық құрамы (шикі ақуыз, липидтер, май қышқылдары, көмірсулар, дәрумендер және полифенолдар) берілгенінде жатыр.
Ендіру дәрежесі - L. edode 2541 жоғары өнімді штаммының арқасында мұражай дақылдарының коллекциясы толықтырылды.

Қолдану саласы - микробиология, биотехнология, тамақ өнеркәсібі.

РЕФЕРАТ

Отчет 47 с., 2 рис., 13 табл.,  33 источников, 3 прил.

LENTINUS EDODES, ХИМИЧЕСКИЙ СОСТАВ, БЕЛКИ, ЛИПИДЫ, УГЛЕВОДЫ, ВИТАМИНЫ И ПОЛИФЕНОЛЫ

Объектами  исследования  являлись  штаммы базидиальных грибов  Lentinus edodes (шиитаке).

Целью работы  являлось исследование химического состава погруженной биомассы отобранного продуцента: определение содержания сырого протеина, липидов, жирных кислот, углеводов, витаминов и  полифенолов.

Методы проведения работы – микробиологические, биохимические  и биотехнологические методы исследований. 
Проведена серия экспериментов по изучению уровня накоплению сырого протеина и липидов у 31 штамма с высокой продуктивностью по биомаассе в условиях глубинного культивирования. На основании полученных данных был отобран  штамм  L.еdodes 2541, обладающий способностью повышенного синтеза белков до 23% и липидов до 7%. 
Изучен аминокислотный состав белков. Обнаружено, что в составе белков присутствуют 17 аминокислот,  47% которых являются незаменимыми. 
Обнаружено, что значительная (75%) часть липидов представлена ненасыщенными  жирными кислотами,  степень ненасыщенности липидов составляет 1,46. Среди жирных кислот основным компонентом является полиненасыщенная диеновая линолевая (C18:2)  кислота– 69%. В совокупности полученные данные свидетельствуют о высокой питательной ценности глубинного мицелия L. edodes 2541. 
В результате проведенных исследований углеводного состава биомассы L. еdodes штамм 2541  установлены состав и содержание углеводов в различных фракциях эндополисахаридов, полисахаридов клеточной стенки и цитозоля глубинного мицелия, а также структура и молекулярный вес разных фракций эндополисахаридов. 
 Изучен состав  витаминов биомассы L. edodes   2541. Обнаружены  витамины группы В – В1, В2, В6, а также ниацин и эргостерол. 
Исследование содержания и состава полифенолов  биомассы L. edodes   2541  позволило установить, что их количество достигает  1800 мг%. В их состав входят фенолокислоты, в том числе п-оксибензойная кислота, а также флавоны.
Новизна результатов исследований состоит в том, что дана характеристика химического состава (сырой протеин, липиды, жирные кислоты, углеводы, витамины и  полифенолы) нового высокопродуктивного штамма L. edodes  2541. 

Степень внедрения – пополнена коллекция музейных культур за счет полученного высокопродуктивного штамма L. edodes  2541.

Область применения – микробиология, биотехнология, пищевая промышленность. 
Экономическая эффективность работы определяется применением полученного штамма L.edodes  2541 при разработке биотехнологии получения нового функционального продукта для коррекции питания и профилактики хронических заболеваний.
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ОПРЕДЕЛЕНИЯ

В настоящем отчете о НИР применяют следующие термины с соответствующими определениями:

	Базидиальные грибы  
	–
	класс высших грибов имеющих особые органы размножения базидии



	Скрининг
	–
	метод, позволяющий идентифицировать единичный объект путем анализа большого числа объектов



	Штамм
	–
	чистая культура микроорганизмов одного вида, выделенная из определенного источника и обладающая определенными биохимическими и физиологическими свойствами



	Шиитаке  
	–
	японский лесной гриблат. ( Lentinula edodes)




ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ
В настоящем отчете о НИР использованы  следующие обозначения и сокращения:

А.с.м.  – абсолютно сухая масса

d – диаметр
г – грамм
г/л – грамм на литр
мл – миллилитр
мм/сут – миллиметров в сутки
рН – показатель величины водородных ионов
др. - другие
ВВЕДЕНИЕ 
В настоящее время  существует множество доказательств тому, что диетарные факторы контролируют и модулируют различные функции организма и, соответственно, участвуют в поддержании гомеостаза и здоровья. Из понимания связи между питанием и здоровьем/болезнью, родилась концепция «функционального питания» и появилась наука о функциональном питании, парадигмой которой является понимание пищи как лекарства. Существует ряд заболеваний, таких как сердечные заболевания, диабет, ожирение и рак, которые связаны с питанием [1, 2]. В последнее время наблюдается повышенное внимание к созданию пищевых добавок и лечебно-профилактических препаратов, которые могут быть использованы для регуляции физиологических функций в организме человека. 

Перспективными объектами в этом направлении являются высшие базидиальные грибы,  поскольку они содержат уникальный комплекс биологически активных веществ углеводной, липидной и фенольной природы, витамины, микроэлементы и другие жизненно важные для человеческого организма соединения [3, 4]. Эти грибы обладают выраженными иммуномодулирующими, гепатопротекторными,  антидиабетическими, антивирусными и антимикробными свойствами [5, 6].  В частности, они являются источником новых полисахаридов с противоопухолевыми и иммуномодулирующими свойствами. 
Одним из наиболее широко культивируемых  видов съедобных ксилотрофных грибов является Lentinus edodes (шиитаке), которые вот уже более двух тысячелетий широко используются в китайской медицине.

Однако, промышленный выпуск таких препаратов имеет свои ограничения. Наиболее значимыми из них являются ограниченность природных источников исходного сырья и широкая вариабельность в содержании необходимых биологически активных соединений. Попытки решить эти проблемы за счет создания искусственных плантаций требуют больших затрат и не решают проблемы стандартизации конечного продукта и, как следствие, не позволяют гарантировать заявляемую биологическую активность.  Эти обстоятельства свидетельствуют о необходимости разработки современных биотехнологических подходов на основе культивирования данных грибов в промышленных условиях.  
Существующие исследования по искусственному выращиванию высших грибов показали, что получение грибной биомассы в условиях глубинного культивирования при оптимальных условиях выращивания может стать экономически целесообразным и доступным способом получения высококачественной экологически чистой продукции. Важным преимуществом получения биомассы высших грибов с помощью биотехнологических методов являются доступность сырьевых ресурсов, возможность роста объемов производства и экологическая безопасность.

В Казахстане, несмотря на наличие производственных мощностей, и сырьевых ресурсов, биологически активные добавки на основе высших базидиальных грибов не производятся.  В то же время, стремительно растет интерес и острая необходимость к широкому использованию  базидиомицетов в медицине, пищевой промышленности,  диетотерапии, спортивном питании. 

В связи с этим, актуальным является проведение исследований, направленных на получение биомассы грибов Lentinus edodes (шиитаке) в условиях глубинного культивирования, изучение их биологических свойств и химического состава на основе этого разработку новой биотехнологии получения  биологически активных добавок с широким спектром лечебно-профилактических свойств. 

Все эти обстоятельства и послужили основанием для выполнения данного проекта конечной целью которого является «Разработка технологии получения нового функционального продукта на основе съедобного лекарственного гриба шиитаке для коррекции питания и профилактики хронических заболеваний»

 Выполнение проекта полностью отвечает целям и задачам коммерциализации технологий и позволит разработать технологию производства новых для Казахстана биологически активных добавок лечебно-профилактического действия. Полученные данные могут быть использованы как для развития фундаментальной науки, так и иметь широкое прикладное значение.

В соответствии с планом научно-исследовательских работ основной целью настоящего этапа исследований  являлось исследование химического состава погруженной биомассы отобранного продуцента.

Для достижения цели были поставлены следующие основные задания:
- определение содержания сырого протеина, липидов и жирных кислот в биомассе отобранного штамма  L. Еdodes.
- определение содержания углеводов, витаминов и полифенолов  в биомассе отобранного штамма  L. Еdodes.
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

1 Выбор направления исследований
Высшие базидиальные грибы, такие как Ganoderma lucidum (рейши), Lentinus edodes (шиитаке), Inonotus obliquus (чага) и многие другие использовались в течение многих сотен лет в Корее, Китае, Японии и России [7]. Высшие базидиомицеты являются источником белков, витаминов группы В1, В2, С, А и D, ниацина, биотина  и липидов. 
В настоящее время макромицеты рассматриваются не только как ценный пищевой продукт, но и как важный источник получения природных фармакологических веществ онкостатичного, антивирусного, иммуномоделирующего, антисклеротического, тонизирующего и др. действия [8]. Такой широкий спектр лекарственных свойств  грибов обусловлен наличием  в их составе биологически активных компонентов. Многие виды ксилотрофных грибов, такие как, например, шиитаке   являются съедобными, издавна применяются в народной медицине и признаны современной наукой лекарственными [9]. Наиболее перспективным объектом современной биотехнологии среди  грибных организмов становятся ксилотрофные базидиомицеты,  у которых отсутствуют  спороношение в культуре и  токсичность.  
В 1969г. Ikekawa в своих исследованиях обнаружил, что экстракт шиитаке тормозит уровень роста опухоли на 80.7% [10]. В то же самое время, Chihara впервые выделил противоопухолевый полисахарид лентинан, являющийся D-глюканом [11]. Было обнаружено, что лентинан активирует макрофаги, Т-лимфоциты и другие эффекторные клетки иммунной системы, которые способствуют высвобождению цитокинов, обладающих противоопухолевыми и антимикробными свойствами [12, 13]. В настоящее время изучаются и другие биологически активные вещества, выделенные из шиитаке. Это полисахарид KS-2 (противоопухолевое средство), гликопротеид LEM (противоопухолевое средство, использующееся также при лечении гепатита В), лигниновый комплекс, состоящий из белка, углеводов и лигнина, ЕР3 (новое иммуноактивное соединение), тиопролин (натуральный антиоксидант), лентемин (противовирусный белок), лентинацин и диоксилентинацин (ингибитор агглютинации тромбоцитов) и т.д. [14, 15]. Помимо хорошо изученных биологически активных веществ шиитаке содержит большое количество еще мало изученных веществ.

Плодовые тела L. edodes содержат протеины (26% от сухого веса), липиды, в том числе жирные кислоты (главным образом линоленовая кислота); углеводы; минералы; витамины B1, B2 и C; эргостеролы [16, 17]. 
Наиболее дефицитным компонентом в питании людей является полноценный белок. 
Белки плодовых тел  L. edodes  содержат  18 аминокислот, входящих в формулу сбалансированного питания, из которых особую ценность представляют незаменимые: лизин, треонин, валин, триптофан, тирозин и др.  Содержание незаменимых аминокислот в плодовых телах различных видов съедобных грибов, культивируемых на плантациях, может быть достаточно высоким, достигая и даже  превышая  40% от общей суммы аминокислот. 

В настоящее время хорошо известно, что некоторые микроорганизмы, в том числе  базидиомицеты, способны синтезировать липиды и высокоактивные липидные компоненты в достаточно больших количествах. Липиды в грибах представлены моно- ди- и триглицеридами, стеролами и фосфолипидами [18, 19].  В большинстве работ, начатых еще в 60-е годы ХХ столетия и посвященных изучению липидов базидиомицетов, исследовались в основном плодовые тела этих грибов.  Очень мало работ посвящено изучению состава липидов глубинного мицелия базидиальных грибов. Сведения о физиолого-биохимических характеристиках, питательных потребностях, условиях, способствующих повышенному синтезу биоактивных липидных компонентов большинства базидиальных грибов, выращиваемых глубинным способом, весьма ограничены, а иногда и противоречивы [20, 21].
Биологическую активность большинства видов лекарственных макромицетов во многом определяют соединения углеводной природы, содержание которых достигает 60% от сухой биомассы грибов [12]. Они представлены свободными и связанными сахарами, а также полисахаридами. Эти вещества выполняют резервную, осморегулирующую, регуляторную и протекторную функции. Полисахариды грибов обладают также гепатопротекторным, антиоксидантным, хемо- и радиопротекторным, антимикробным, противовирусным, гиполипидемическим и др. действием [16]. Полиаминосахариды (хитин и хитозан) - структурные компоненты клеточной стенки грибов являются активными сорбентами ионов тяжёлых металлов и токсинов [7]. В медицине хитозан применяют как ранозаживляющее средство, для лечения гастрита и язвенной болезни, понижения уровня холестерина в крови [22].
Широкое применение нашли грибные экстракты либо выделенные из них полисахариды в косметике для стимуляции иммунной функции кожи. Наибольшей биологической активностью обладают гликаны (-конфигурации ((-гликаны) [7]. 
Подводя итог вышеизложенному, следует отметить, что данные по содержанию углеводных компонентов в грибах довольно противоречивы. Это, по-видимому, связано с различными условиями культивирования, составом сред, использованием различных штаммов, а также методов исследования. Следует, однако, отметить, что все эти результаты касаются в основном плодовых тел. Поскольку в литературе имеются единичные  и весьма разрозненные сообщения о содержании углеводов в глубинном мицелии и учитывая то, что такой мицелий становится наиболее перспективным объектом биотехнологии, проведение специального исследования углеводных компонентов с применением одинаковых методов исследования и условий культивирования является целесообразным.

Витамины низкомолекулярные органические соединения, которые, присутствуя в пище в небольших количествах, являются незаменимыми её компонентами, обеспечивают нормальное протекание биохимических и физиологических процессов, участвуя в регуляции метаболизма. Витамины не включаются в структуру тканей и не используются в качестве источника энергии. Многие витамины представляют собой исходный материал для биосинтеза коферментов, участвуют в регуляции проницаемости мембран, прохождение через них катионов. Витамины группы В, например, участвуют в работе более 100 ферментов . Как известно, витамины групп А и D в клинической практике рекомендуются при лечении костных заболеваний (рахит/остеопороз), заболеваний глаз, заболеваний крови, кожи, нервной системы и др. Роль витаминов группы В незаменима в системе кроветворения. Некоторые витамины регулируют кальциевый и фосфорный обмен.
Физиологически активные вещества ароматической природы (полифенолы) обладают широким спектром действия. Они используются  в различных областях народного хозяйства: в медицине, фармакологии, сельском хозяйстве, пищевой промышленности . Полифенолы проявляют Р-витаминное действие на организм человека, поддерживают нормальное состояние кровяного давления и сосудов, предупреждая тем самым возможность внутренних кровоизлияний. Некоторые соединения, входящие в группу полифенолов, обладают способностью образовывать комплексы с ионами ряда металлов, что особенно важно для защиты организма человека от попадающих в него радиоактивных элементов и тяжелых металлов. Особенно возрос интерес к соединениям данной группы после установления возможности их применения в качестве модификаторов радиорезистентности и биоантиоксидантов .

2 Объекты и методы исследования

Объектом исследований  служили 31 штамм базидиального гриба L. еdodes, которые показали наиболее высокую способность к синтезу биомассы.   В работе использовались общепринятые микробиологические и биохимические методы исследований. Эти штаммы использовались для более детальной характеристики накопления сырого протеина. Исходные культуры выращивали на стандартной среде сусло-агар 8º по Баллингу (СА) и культивировали при температуре 280 в течении 5-8  суток.  
В экспериментах по изучения состава протеинов, липидов и жирных кислот объектом исследований служила чистая культура L. edodes штамм 2541,  отобранная нами в результате предыдущих экспериментов как наиболее  перспективный продуцент полисахаридов, который накапливал на  подобранной питательной среде   13,5 г/л биомассы, содержащей в  своем составе  4,5% эндополисахаридов. Штамм сохраняется в  Коллекции культур шляпочных грибов Института ботаники им. Н.Г. Холодного НАН Украины (Киев) (IBK) [23].  Культура поддерживается на сусло-агаровой среде (4º Б)  при 4ºС.

Для культивирования биомассы с целью определения содержания белка и липидов использовали питательную среду, оптимизированную по составу и содержанию компонентов,  на предыдущем этапе работы  для повышенного синтеза эндополисахаридов, а также подобранные для этого условия культивирования. 

В состав среды входит, г/л: 

целлобиоза– 30; KH2PO4 – 1;  K2HPO4 – 1; MgSO4 – 0,25; пептон – 3,5; дрожжевой экстракт  – 20 мл, вода – 1л ; рН – 6 .

Эксперименты проводили на лабораторных качалках (180 об/мин) в колбах Эрленмейера объемом 250 мл с  50 мл среды в течение 7 сут. Интенсивность аэрации 0,55 г О2/л/ч. Стерильные среды инокулировали гомогенизированной биомассой  штамма L. еdodes  2541 (10% объема). Температура  культивирования – 25 ºС. После выращивания мицелий грибов отделяли от культуральной жидкости  через нейлоновую ткань, многократно промывали водой, высушивали при 60ºС до постоянного веса измельчали и использовали для проведения химических анализов.

Содержание общего азота (Nобщ.) в мицелии определяли по Кьельдалю, содержание сырого протеина (общего белка) рассчитывали как Nобщ.(6,25. Аминокислотный состав белков исследовали на анализаторе аминокислот «ААА-881» («Miсrotechna», Чехия). 

Липиды экстрагировали методом Фолча [24], жирнокислотный состав липидов анализировали в виде метиловых эфиров жирных кислот на газожидкостном хроматографе «Chrom-5» (Чехия) с пламенно-ионизационным детектором, используя колонку из нержавеющей стали длиной 3,7м, заполненную хроматоном N-AW с 15% полиэтиленгликольсукцината в изотермическом режиме при температуре испарителя 210ºС и температуре колонки 160ºС. Идентификацию жирных кислот проводили по относительным объемам удерживания, а также в сопоставлении с показателями контрольных метиловых эфиров жирных кислот [25,26]. 

Для извлечения полисахаридов из глубинного мицелия его разрушали в гомогенизаторе. Разрушенный мицелий заливали дистиллированной  водой  в соотношении 1:10   соответственно весу и кипятили на водяной бане в течение 18 ч. Удаление цитоплазматического содержимого осуществляли многократным суспендированием разрушенного мицелия в дистиллированной воде с центрифугированием при 3000 g в течение 15 мин. Процедуру  отмывания прекращали лишь тогда, когда оптическая плотность супернатанта  при 280 нм не превышала 0,1 [27-29]. 
Полученные экстракты концентрировали 2-3 раза на роторном испарителе, обрабатывали 96º этиловым спиртом в соотношении 1:1 по объему и оставляли при температуре 4º   до полного осаждения. Выпавший осадок (полисахарид) отделяли центрифугированием, затем его диализовали против дистиллированной воды в течение 3 сут. Диализованный полисахарид осаждали этиловым спиртом в соотношении 1:2, промывали этанолом, эфиром, ацетоном и сушили при 37ºС. Гомогенность полисахарида проверяли с помощью гельфильтрации на сефадексе G-200, обнаружение полисахарида в элюенте осуществляли с помощью фенол-сернокислотного метода. Содержание полисахаридов рассчитывали в % к абсолютно сухой биомассе (а.с.м.).

Белок в гидролизатах полисахаридов мицелия определяли по Бредфорду [30]. Аминокислотный состав гидролизатов полисахаридов исследовали на аминокислотном анализаторе ААА-881 («Mikrotechna», Чехия).
Для изучения углеводного состава мицелий растирали в ступке при глубоком замораживании в жидком азоте. Полученную гомогенную массу трижды экстрагировали 960 этиловым спиртом на кипящей водяной бане с обратным холодильником в течение 30 мин. Экстракты объединяли и центрифугировали при 3000g в течение 20 мин. Надосадочную жидкость (спиртовая фракция) очищали на ионообменных смолах Dowex-1 (ацетатная форма) и Dowex 50W (Н+) и использовали для определения свободных углеводов цитозоля клетки. Аналогичным образом получали водную фракцию углеводов. Полученный осадок использовали для определения структурных полисахаридов клеточной стенки (Рисунок 1). Ступенчатое расщепление клеточных стенок осуществляли с помощью 2 н. гидроксида натрия и 1 н. серной кислоты с последующим осаждением полисахаридов из щелочных экстрактов этиловым спиртом.

Состав углеводов спиртовой, водной и кислотной фракций, а также полисахаридов (после предварительного гидролиза) определяли методом газожидкостной хроматографии (ГЖХ) в виде триметилсилильных производных сахаров. Хроматографирование проводили на хроматографе Chrom 5 c пламенно-ионизационным детектором, используя колонку из нержавеющей стали длиной 2,8 м, заполненную хроматоном N-AW-HMDS с 5% жидкой фазы SE-30, при программировании температуры в пределах от 140 до 2800С со скоростью 50 в минуту.  Гидролиз полисахаридов проводили серной кислотой, для чего 20 мг полисахарида заливали 2 мл 72% -ой серной кислотой и оставляли на 16 ч при комнатной температуре. Затем пробы разводили водой до 7%-ой концентрации кислоты и гидролизовали на кипящей водяной бане в течение 5 ч. 
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Рисунок 1 – Схема получения отдельных фракций полисахаридов клеточных стенок

Ионообменную хроматографию полисахаридов проводили на ДЭАЕ целлюлозе в ОН-форме, колонка 2,5(20 см. Полисахариды последовательно элюировали 80 мл дистиллированной воды и 1М NaCl. Содержание полисахаридов во фракциях определяли фенолсернокислотным методом.

Гельхроматографию полисахаридов осуществляли на сефадексе G-200, колонка 1(25 см. В качестве элюента использовали фосфатный буфер рН 7,2. Объем наносимой пробы 0,5-1,0 мл. Скорость протока – 3 – 5 мл/час. 

Молекулярную массу изучаемых полисахаридов определяли по калибровочной кривой. Кривую строили по декстранам, имеющим определенную молекулярную массу (20, 40, 70, 500 кДа («Fluka»)). Свободный объём колонки устанавливали по голубому декстрану (2000 кДа, «Pharmacia»).

Кинематическую вязкость (v) 0,1% растворов полисахаридов определяли с помощью вискозиметра ВПЖ-4 с диаметром капилляра 0,82 мм при 250С.
   ИК - спектры поглощения снимали на «Specord M-80» (Германия) в интервале длин волн 600 – 3900 1/см.  Химическую структуру фракций полисахаридов устанавливали с помощью метода периодатного окисления с последующим боргидридным восстановлением окисленных продуктов.

Окисление полисахаридов проводили в 0,015 М растворе периодата натрия при температуре 5-60С в течение 7 суток. Через определённые промежутки времени отбирали аликвотные пробы растворов и измеряли расход периодата и количество выделившейся муравьиной кислоты. В этих же условиях проводили холостой опыт. За расходом периодата следили по уменьшению поглощения иона периодата при 223 нм. 

Количественное определение муравьиной кислоты проводили на хроматографе «Chrom 5» (Чехия) c пламенно-ионизационным детектором, используя колонку из нержавеющей стали длиной 2,8 м, заполненную носителем «Separon SCN» в изотермическом режиме при температуре термостата 1700С, испарителя 2000С. В качестве внутреннего стандарта использовали 0,4% раствор пропанола. 

Окисленные периодатом натрия растворы полисахаридов восстанавливали боргидридом натрия, затем гидролизовали в 1 н HCl в течение 6 ч при 1000С (мягкий гидролиз) и 0,5N H2SO4 в течение 6 ч при 1000С (жесткий гидролиз). Гидролизаты нейтрализовали, выпаривали досуха при 450С, продукты гидролиза определяли методом ГЖХ в виде ТМС производных сахаров. Абсолютную конфигурацию моносахаридов определяли по методике Gutierrez [31]. Выделение и количественное определение витаминов проводили в соответствии с методом  Ермакова  [32].  

Моноциклические фенольные соединения получали путём обработки очищенного спиртового экстракта диэтиловым эфиром. К эфирной фракции, содержащей фенолы и фенолокислоты, добавляли равное количество 2%-го раствора Na2CO3. После энергичного встряхивания эфир отделяли на делительной воронке, а водный раствор подкисляли HCl и освободившиеся фенолкислоты снова переводили в эфир. Полученную эфирную фракцию  фенолкарбоновых кислот сушили над Na2SO4, повторно растворяли и использовали для хроматографии.

Выделение О-гетероциклических соединений из спиртового экстракта проводили с помощью гель-хроматаграфии на колонке (1,0(25,0 см), заполненной сефадексом G-25. Элюирующим раствором служила 0.1 М уксусная кислота. Для качественного анализа фенольных соединений применяли двумерную бумажную хроматографию . Хроматографию в тонком слое осуществляли на пластинах Silufol в различных системах . Для проявления хроматограмм использовали следующие хромогенные реактивы: хлорид алюминия и железа, диазотированную сульфаниловую кислоту (ДСК), железоаммонийные квасцы, реактив Вильсона (0,5 г лимонной и 0,5 г борной кислот в 20 мл безводного метанола), уксуснокислый свинец, фосфорно-молибденовую кислоту. Анализ эфирных фракций, содержащих фенолокислоты, проводили на хроматографе «Chrom 5» c пламенно-ионизационным детектором, используя колонку из нержавеющей стали длиной 1,0 м, заполненную хроматоном N-AW-HMDS, обработанную 1% H3PO4 c 3% полиэтиленгликольадипината. Условия хроматографирования: температура 2800 С, температура колонки в режиме программирования от 100 до 2000 С со скоростью 30 в мин и последующей выдержкой 12 мин при 2200 С.

Статистическая обработка результатов 
Повторность проведения опытов - пятикратная. Результаты, полученные при сравнительном изучении штаммов, обработаны статистическими методами анализа, вычислены значения средних квадратических отклонений, коэффициентов вариации, доверительных интервалов с помощью компьютерных пакетов Microsoft office Excell и StatSoft Statistika 6.0.  В таблицах и рисунках представлены средние статистически достоверные данные при 95 % вероятности.

3 Результаты и их обсуждение

3.1  Определение содержания сырого протеина, липидов и жирных кислот в биомассе отобранного штамма L. edodes  2541
В целях более точной характеристики объектов исследований на первом этапе нами была проведены эксперименты по изучению уровня накоплению сырого протеина и липидов в условиях глубинного культивирования. Эффективность синтеза в этом случае оценивалась по количеству этих веществ на единицу синтезируемой биомассы. Испытуемые штаммы выращивали на оптимизированной жидкой  среде, как указано в выше (Объекты и методы исследований).  Результаты представлены в таблице 1.

В среднем содержание протеина у 20 штаммов колеблется от 8 до 19%. В тоже время у 11 штаммов количество протеина достигает 20-23% . Максимальное содержание протеина составляющее 23% наблюдается у штаммов 2541, 65, 2022 и 2267.  

Таблица 1 – Синтез сырого протеина и липидов   различными штаммами L. edodes при глубинном культивировании  на оптимизированной среде*, %
	Номер штамма
	Сырой протеин


	Липиды 

	1
	2
	3

	55
	17
	5

	2541
	23
	7

	57
	20
	6

	65
	23
	7

	503
	13
	4

	504
	20
	6

	1712
	19
	6

	2082
	19
	6

	711
	21
	6

	712
	21
	7

	713
	19
	6

	1500
	17
	5

	1501
	18
	5

	1628
	16
	5

	1658
	20
	6

	1659
	20
	6

	1973
	18
	6

	1992
	18
	6

	2022
	23
	7

	2023
	21
	6

	2056
	18
	6

	1709
	15
	5

	1711
	8
	2

	2059
	7
	2

	1710
	11

	3

	
	
	

	Продолжение таблицы 1

	1
	2
	3

	2180
	16
	5

	2267
	23
	7

	2084
	12
	4

	2085
	12
	4

	2914
	10
	3

	507
	17
	5

	Примечание – средние значения показателей, которые соответствуют первому порогу доверительной вероятности (Р=0,95);  




Сравнительная характеристика накопления липидов выявила вариативность от 3% до 7% к абсолютной сухой массе.  Основная часть штаммов содержала 6-7% липидов. 

Сравнительный анализ изученных свойств указанных штаммов, включая ранее полученные данные по синтезу биомассы, позволили отобрать  как наиболее  перспективный продуцент  штамм 2541.

 Таким образом, отобранный нами штамм L. edodes 2541  обладал следующими характеристиками: накопление на  подобранной питательной среде   13,5 г/л биомассы, содержащей в  своем составе  4,5% эндополисахаридов, общего белка 23,0%.  и липидов - 7,0%.
3.2 Определение  аминокислотного состава протеинов глубинного мицелия L. edodes штамм 2541
Для проведения анализов использовали препараты белков,  полученные  из  биомассы глубинного мицелия штамм L. edodes 2541 . Аминокислотный состав определяли, как описано в разделе «Объекты и методы исследований».  
Пищевая ценность белков определяется главным образом составом аминокислот. Большое  значение при этом имеет содержание незаменимых аминокислот. Важно было провести оценку исследуемых объектов именно на соотношение различных типов аминокислот.  Результаты экспериментов представлены в таблице 2.

В результате проведенных экспериментов было установлено, что белок глубинного мицелия L. edodes штамм 2541  содержит все незаменимые аминокислоты, которые  входят в формулу сбалансированного питания человека. О высокой питательной ценности белка глубинного мицелия L. edodes штамм 2541 свидетельствует значительное содержание в нем незаменимых аминокислот, которые составляют 47% от суммы всех аминокислот (Таблица 2)

Таблица 2 – Аминокислотный состав белков глубинного мицелия  L. edodes штамм 2541 при культивировании    на оптимизированной среде

	Аминокислота
	Аминокислота, % в белке

	Незаменимые аминокислоты
	

	Лизин
	6,9(0,2

	Треонин
	4,5(0,11

	Цистин
	3,2(0,08

	Валин
	6,9(0,15

	Метионин
	2,7(0,07

	Изолейцин
	5,2(0,11

	Лейцин
	7,5(0,18

	Тирозин
	6,5(0,18

	Фенилаланин
	4,0(0,12

	Сумма незаменимых аминокислот
	47,4(1,2

	Гистидин
	1,2(0,02

	Аргинин
	4,2(0,11

	Аспарагиновая кислота
	8,0(0,21

	Серин
	5,9(0,15

	Глутаминовая кислота
	17,0(0,32

	Пролин
	5,0(0,2

	Глицин
	5,2(0,2

	Аланин
	6,1(0,3


Среди незаменимых аминокислот  в биомассе изучаемого штамма наиболее высоко содержание  лейцина, лизина, валина и тирозина (Таблица 2). Необходимо отметить, что в состав   растительных белков, в частности  злаков, входит  очень малое количество лизина и лейцина.  

Среди заменимых аминокислот в белке  изучаемого штамма L. edodes  2541  наибольшую долю составляет глутаминовая кислота (Таблица 2).
3.3 Определение жирнокислотного состава липидов глубинного мицелия L. edodes  2541

Липиды играют особую роль в ряде жизненно важных процессов в клетках (передаче информации, секреции метаболитов и т.д.). Именно поэтому особый интерес представляло определение количества липидов глубинного мицелия изучаемого штамма L. еdodes 2541 и изучение их жирнокислотного состава. В начальных экспериментах было установлено, что содержание липидов в биомассе изучаемого штамма составляет 7,0(0,2%.
Для более точной характеристики пищевой ценности необходимо было провести анализ содержания жирных кислот и особенно полиненасыщенных жирных кислот. Которые являются незаменимыми компонентами питания, поскольку, как и незаменимые аминокислоты,  не могут быть синтезированы в организме человека. Результаты представлены в таблице 3.
Таблица 3 – Жирнокислотный состав липидов глубинного мицелия L. edodes штамм 2541 при культивировании на оптимизированной питательной   среде

	Показатели
	% суммы жирных кислот

	Тривиальное название жирной кислоты
	Систематическое название (IUPAC) жирной кислоты
	

	1
	2
	3

	Насыщенные жирные кислоты

	Лауриновая (C12:0)
	Додекановая
	-

	Миристиновая (C14: 0)
	Тетрадекановая
	0,73(0,01

	Пентадециловая (C15:0)
	Пентадекановая
	1,58(0,04

	Пальмитиновая (C16: 0)
	Гексадекановая
	19,23(0,50

	Маргариновая (C17:0)
	Гептадекановая
	0,45(0,01

	Стеариновая (C18: 0)
	Октадекановая
	2,30(0,05

	Ненасыщенные жирные кислоты

	Пальмитолеиновая 

(C16: 1)
	Цис-9-гексадеценовая
	0,85(0,01

	
	
	

	Продолжение таблицы 3

	1
	2
	3

	Гептадеценовая(C17: 1)
	Цис-9-гептадеценовая
	0,45(0,01

	Олеиновая (C18: 1)
	Цис-9-октадеценовая
	3,79(0,03

	Полиненасыщенные жирные кислоты

	Линолевая (C18: 2)
	Цис,цис-9,12-октадекадиеновая 
	69, 42 (1,20

	(-Линоленовая (C18: 3)
	Цис,цис,цис-9,12,15-октадекатриеновая
	0,90(0,30

	СН (степень ненасыщенности липидов)
	
	1,46(0,01

	Сумма насыщенных жирных кислот
	
	24,29(0,61

	Сумма ненасыщенных жирных кислот
	
	75,41(2,00


Данные таблицы 3 демонстрируют, что в составе липидов исследованного штамма L. edodes преобладает  полиненасыщенная диеновая линолевая (C18:2)  кислота – 69% от суммы жирных кислот. Необходимо отметить, что основной жирной кислотой многих раститель​ных масел (подсолнечного, соевого, кукурузного, хлопкового) также является линолевая кислота,  содер​жание  которой  составляет 50–70%.

В липидах биомассы изучаемого штамма в небольших количествах присутствуют 3 вида  ненасыщенных жирных кислот.  Обгнаружено, что среди насыщенных жирных кислот в липидах штамма L.еdodes 2541 преобладает моноеновая пальмитиновая (С16:0) кислота, содержание которой составляет 19% от суммы жирных кислот (Таблица 3).

Продемонстрировано, что в составе липидов штамма L. еdodes 2541 количество ненасыщенных  жирных кислот (75%)  значительно превышает количество насыщенных  жирных кислот (24%). В связи с этим степень ненасыщенности липидов составляет 1,46 (Таблица 3). 
В плодовых телах шиитаке жирные кислоты составляют 3-3,4%  от содержания липидов. В их состав входят кислоты: линолевая (С18:2) – 72,8%, пальмитиновая (С16:0) – 14,7%, олеиновая (С18:1) – 3,0%, тетрадеценовая (С14:1) – 1,6%, стеариновая (С18:0) – 0,9% и миристиновая (С14:0) – 0,1%. 
Установлено, что в плодовых телах L. edodes, как и у ряда других базидиальных грибов, липиды не превышают 5-6% от массы, причём, как правило, их содержание выше в шляпке, чем в ножке. Это объясняется тем, что базидиоспоры,  находящиеся в шляпке, очень богаты липидами. Сравнение липидного состава плодовых тел L. edodes с плодовыми телами  широко культивируемых съедобных грибов A. bisporus (шампиньон) и P. оstreatus (вешенка), показало, что основные признаки, свойственные липидам грибов класса Basidiomycetes (преобладание С18:2, высокие значения степени ненасыщенности (СН) липидов (1,4-1,5)) обнаружены и у шиитаке. Однако у этого гриба есть и ряд отличий, например, высокий уровень пальмитиновой (С16:0), наличие пальмитолеиновой (С16:1) кислоты.
3.4 Определение содержания углеводов, витаминов и полифенолов в биомассе отобранного штамма L. edodes  
Установлено, что оптимизация условий образования   эндополисахаридов за счет проведенного ранее подбора источников углерода, азота, их соотношения, рН среды и температуры культивирования не оказывала существенного влияния на их углеводный состав. Как при выращивании грибов на исходной питательной среде, так и на оптимизированной питательной среде, эндополисахариды L. edodes штамм 2541 являлись гетерогликанами с основным мономером – глюкозой (Таблица 4). 
Таблица 4 – Влияние оптимизации питательной среды на углеводный состав эндополисахаридов  L. edodes штамм 2541
	Углевод, %

в эндополисахариде
	Состав питательной среды

	
	до оптимизации
	после оптимизации

	Манноза
	-
	-

	Галактоза
	6,25
	5,97

	Глюкоза
	93,75
	94,03

	Итого:
	100
	100


Одной из важных характеристик грибного мицелия является содержание и формы свободных углеводов различных фракций цитозоля. Обычно для цитозоля мицелия различных видов грибов характерен определенный состав углеводов. Из представленных в таблице 5 данных следует, что характерной особенностью углеводного состава цитозоля мицелия для L. edodes штамм 2541 являются глюкоза, манноза и трегалоза
Таблица 5 – Углеводный состав спиртовой и водорастворимой фракций цитозоля глубинного мицелия  L. edodes штамм 2541
	Фракция
	Полиолы, %  сухой биомассы
	Полиолы, 

%  суммы
	Углеводы 

%  сухой биомассы
	Углеводы, % от суммы

	
	
	Арабит
	Маннит
	
	Глюкоза
	Манноза
	Трегало-

за

	Спиртовая фракция, 5,74% сухой биомассы 
	3,61
	1,7
	98,3
	2,13
	70,40
	1,20
	28,40

	Водная фракция, 

5,15% сухой биомассы 
	3,05
	2,1
	97,9
	2,1
	76,85
	2,20
	20,95


Исследование спирторастворимой фракции цитозоля мицелия изучаемого штамма показало, что при глубинном культивировании основная часть данной фракции представлена полиолами (Таблица 5).  При этих условиях преобладающим среди полиол оказался маннит, а минорным компонентом является арабит. 

Исследование количественного и качественного состава углеводов водорастворимой фракции цитозоля мицелия L. edodes штамм 2541 показало, что основная часть данной фракции также представлена полиолами. Отличия между сахароспиртами не носят характер качественных изменений, основным полиолом, как и для спирторастворимой фракции, оказался маннит. 

Как и в спирторастворимой, в водорастворимой фракции цитозоля L. edodes штамм 2541 обнаружены глюкоза, трегалоза и манноза (Таблица 5). Сравнительный анализ водо- и спирторастворимых фракций не выявил существенных различий в количественном и качественном составе углеводов. Наличие в обеих фракциях углеводных протекторов (маннит, арабит, трегалоза) указывает на целесообразность использования как спиртовых, так и водных экстрактов этого гриба для получения энерготоников и лечебно-оздоровительных продуктов.
Кроме спирто - и водорастворимых углеводов в цитозоле клетки содержатся водорастворимые полисахариды. Газохроматографический анализ гидролизатов полисахаридов позволил установить наличие в них глюкозы, галактозы и маннозы, причем глюкоза составляла основную часть углеводов (Таблица 6).
Таблица 6 – Углеводный состав фракции водорастворимых полисахаридов цитозоля глубинного мицелия  L. edodes штамм 2541
	Содержание полисахаридов, 

% сухой биомассы
	Углеводы, % в полисахаридах

	
	глюкоза
	манноза
	галактоза

	4,3
	73,33
	10,25
	16,42


Наряду с  углеводами цитозоля и эндополисахаридами в состав мицелия входят структурные компоненты клеточной стенки – хитин-глюкановый комплекс. Фракционирование его позволило получить одну кислоторастворимую, две щелочерастворимых фракции и хитин (Таблица 7). 
Таблица 7 – Углеводный состав кислотной и щелочных фракций хитин-глюканового комплекса глубинного мицелия  L. edodes штамм 2541
	Кислотная фракция

	% сухой биомассы
	манноза, %
	глюкоза, %
	галактоза, %

	9,8
	4,69
	89,49
	5,82

	Щелочная фракция I

	% сухой биомассы
	манноза, %
	глюкоза, %
	галактоза, %

	9,8
	4,69
	89,49
	5,82

	Щелочная фракция II

	% сухой биомассы
	глюкоза, %

	12,2
	100


Анализ углеводного состава кислоторастворимой фракции показал наличие в ней глюкозы, галактозы и маннозы. Углеводный состав первой щелочерастворимой фракции незначительно различался от кислотной фракции как в качественном, так и в количественном отношении (Таблица 7). Таким образом, структурные полисахариды клеточной стенки L.edodes штамм 2541  (первая щелочная фракция и кислоторастворимая фракция) являются гетерогликанами, по углеводному составу их можно отнести к    галактоманноглюканам.
В отличие от гетерополисахаридов первой щелочной фракции вторая щелочная фракция исследованного штамма представлена гомополисахаридом,  в частности, глюкозой.  Интересно отметить тот факт, что в количественном отношении вторая щелочная фракция значительно превышала первую (Таблица 7). Хитин  в  глубинном мицелии L. edodes штамм 2541 составлял 1,4% от сухой массы.
При исследовании было отмечено характерное преобладание структурных полисахаридов в мицелии  L. edodes штамм 2541   – их было в 3 раза больше, чем углеводов цитозоля (Таблица 8).     

Таблица 8 – Фракционный состав углеводов глубинного мицелия  L. edodes штамм 2541

	Углеводы цитозоля,

%  сухой биомассы
	Содержание структурных полисахаридов во фракциях, %  сухой биомассы
	Общее содер-жание угле-водов, % сухой биомассы

	водный экстракт
	полиса-хариды
	все-го
	кислотная
	щелоч-ная I
	щелоч-ная II
	хитин
	все-го
	

	10,89
	4,27
	15,16
	9,8
	8,5
	12,2
	2,2
	32,7
	47,86


Биологическая активность полисахаридов во многом зависит от их физико-химических свойств. Исследование полисахаридов сопряжено с множеством задач, которые сводятся в основном к фракционированию, очистке, определению качественного и количественного состава мономерных единиц, размеров циклов моносахаридов, входящих в молекулу полимера, мест их соединения, наличие боковых цепей и типов гликозидных связей, конфигурации гликозидных связей, молекулярной массы. Всё это позволяет выяснить первичную структуру полисахарида [34]. Оценивая состав и строение различных полисахаридов, экстрагируемых из биомассы гриба, следует помнить, что гликаны находятся, как правило, в связанном состоянии, как между собой, так и с другими биополимерами клетки. В процессе выделения и очистки связи могут разрываться. Было показано, что эндополисахариды L. edodes штамм 2541   также не растворялись в неорганических и органических кислотах, органических растворителях (спирт, ацетон, хлороформ и т.д.); при нагревании полностью растворялись в дистиллированной воде, а также в щелочах и диметилсульфоксиде. 

Кинематическая вязкость 0,1% водных растворов эндополисахаридов изучаемого штамма была близка к вязкости воды (0,89 мм2/с) и составляла 1,12 мм2/с.

Выделенные и фракционированные по растворимости полисахариды уже частично освобождены от примесей. Дальнейшая, более тщательная очистка полисахаридов от низкомолекулярных соединений и разделение на фракции проводится посредством диализа, ионообменной хроматографии и гель фильтрации. Для разделения нейтральных и кислых полисахаридов применяется метод ионообменной хроматографии. В качестве носителей используют ДЭАЭ- и эктеолацеллюлозу. Нейтральные полисахариды не задерживаются на названных анионитах, кислые, в зависимости от своей природы, более или менее прочно удерживаются и элюируются растворами солей, буферными растворами или щелочами. 

Гель хроматография фракций полисахаридов, элюируемых водой, позволила установить, что в ней преобладал полисахарид с молекулярной массой 500 кДа (Таблица 9).
Таблица 9 – Молекулярные массы различных фракций эндополисахаридов глубинного мицелия L. edodes штамм 2541, кДа

	Элюент
	Молекулярные массы, кДа

	Вода
	Mr=500

	1 M NaCl
	Mr=500; Mr(10кДа


Полисахариды фракций, элюируемых 1М NaCl, оказались гетерогенными. В этих фракциях присутствовали полисахариды с молекулярными массами 500 кДа и полисахариды с молекулярными массами меньше 10 кДа. Во фракциях, элюируемых 1М NaCl, у L. edodes наблюдалось приблизительно одинаковое соотношение низко- и высокомолекулярных полисахаридов (Таблица 9). 
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Рисунок 2 – Гель-хроматография нейтральной и кислой фракции эндополисахарида L.edodes штамм 2541

Установлена гетерогенность кислой и нейтральной фракций эндополисахаридов L. edodes штамм 2541. В них преобладали высокомолекулярные полисахариды (Mr=1000 кДа), присутствовали также низкомолекулярные полисахариды (Mr(10кДа) (Рисунок 2). При этом, количество высокомолекулярных полисахаридов в обеих фракциях было примерно одинаковым, а содержание низкомолекулярных полисахаридов в кислой фракции было примерно в 6 раз выше (Рисунок 2).
Определение мономерного состава и структуры эндополисахаридов, наличия белковых компонентов.  При исследовании  фракций эндополисахаридов, элюируемых водой и 1 М NaCl, было установлено, что в составе элюируемой водой фракции эндополисахаридов L. edodes штамм 2541 обнаружены манноза, галактоза и глюкоза, так же как и во фракции, элюируемой солью. Характерной особенностью эндополисахаридов L. edodes штамм 2541 является наличие значительного количества галактозы и преобладание глюкозы (Таблица 10).

Таблица 10 – Углеводный состав фракций эндополисахаридов L. edodes штамм 2541 ,  % суммы углеводов

	Водорастворимые, элюируемые 

водой
	Водорастворимые, элюируемые 

1 M NaCl

	Манно-за
	Галак-тоза
	Глюко-за
	Соотношение
	Манно-за
	Галак-тоза
	Глюко-за
	Соотношение

	2,66
	36,14
	61,2
	1:14:23
	9,36
	12,38
	78,26
	1:2:8


Таким образом, эндополисахариды мицелия L. edodes штамм 2541 являются гетерогликанами. 

В составе эндополисахаридов мицелия L. edodes штамм 2541 обнаружен белок - 5,1%, что позволило отнести их к пептидогликанам. 

Анализ аминокислотного состава гидролизатов эндополисахаридов L. edodes штамм 2541  показал наличие в них 17 аминокислот. Сумма их в эндополисахаридах составила 15-51 мг/г.

Многие иммуностимулирующие и противоопухолевые полисахариды, получаемые из плодовых тел и мицелия грибов, такие как KS-2 из L. edodes, содержат в своём составе белок (до 10-50% по сухому весу). По данным некоторых авторов, полисахарид-пептидные комплексы обладают более сильным биологическим действием, чем соответствующие гликаны [16].
Как следует из данных таблицы 11, при периодатном окислении с последующим боргидридным восстановлением исследованных полисахаридов происходило потребление периодата натрия и образование муравьиной кислоты, а продуктами гидролиза восстановленных полисахаридов являются глицерин, эритрит и негидролизованный остаток полисахаридов.

Таблица 11 – Периодатное окисление водной фракции эндополисахаридов  L. edodes штамм 2541

	Расход периодата, моль/моль ангидрогексоз 
	Образование формиата, моль/моль ангидрогексоз
	Продукты гидролиза 
	Тип связи в боковых цепях

	0,2
	сл
	Глицерин, эритрит 
	1-4

1-6*

	Примечание – * – Незначительное количество, 
сл. – следовые количества


Известно, что при проведении мягкого гидролиза восстановленных полисахаридов происходит расщепление только боковых цепей. Наличие в продуктах гидролиза эритрита указывает на присутствие (1(4)-связей, а образование глицерина и муравьиной кислоты происходит при окислении – (1(6)-связей.

Таким образом, все фракции полисахаридов изученного штамма L. edodes являются разветвленными структурами. Боковые цепи гликанов L. edodes штамм 2541 образованы С1-С4 и С1-С6 связанными молекулами гексозы. Причем внутриклеточные полисахариды содержат преимущественно С1-С4 связи в боковых цепях молекул гликанов, в отличие от внеклеточных, где соотношение С1-С4 и С1-С6 связей приблизительно равно.

На основании результатов ИК-спектроскопии и деградации по Смиту можно заключить, что исследованные полисахариды являются разветвленными гликанами, содержащими ( и ( гликозидные связи. Основная цепь полисахаридов представлена гликаном с (1(3)- связями, а в боковых цепях имеются (1(4) и (1(6)- связи.

 В результате проведенных исследований углеводного состава биомассы L. еdodes штамм 2541  установлены состав и содержание углеводов в различных фракциях эндополисахаридов, полисахаридов клеточной стенки и цитозоля глубинного мицелия, а также структура и молекулярный вес разных фракций эндополисахаридов.

Таблица  12 – Содержание витаминов в глубинном мицелии L. edodes 2541

	Витамин
	Содержание,

 (мкг/г сухой биомассы)

	Тиамин (В1)
	2,5-4,0

	Рибофлавин (В2)
	9,0-12,0

	Пиридоксин (В6)
	0,8-1,0

	Ниацин, никотиновая кислота (РР)
	140,0-150,0

	Эргостерол (провитамин D)
	0,6-1,0


Характеристика химического состава мицелия была бы неполной без определения содержания витаминов в биомассе.  Проведенные исследования показали, что в глубинном мицелии L. еdodes 2541 обнаружены некоторые витамины группы В, ниацин, провитамин D (Таблица 12). 
Анализ полученных данных свидетельствует о незначительном, по сравнению с другими растительными источниками,  содержании основных витаминов в грибном мицелии.

В биомасса грибов L. edodes    содержит также значительные количества фенольных соединений, с учетом этого фактора, а также потенциальной биологической активности этих соединений  изучение их качественного состава является обязательным. При определении количественного содержания фенолов в мицелии L. edodes 2541 обнаружено, что их количество достигает  1800 мг%. Исследование эфирных фракций спиртовых экстрактов глубинного мицелия  методом тонкослойной хроматографии  а также  с последующей обработкой хроматограмм специфическими реагентами позволило обнаружить в них простые фенольные соединения. Дополнительным критерием при их определении была флуоресценция в УФ-свете. Полученные результаты показали, что практически все соединения, дававшие в УФ - свете фиолетовое или синее свечение, при обработке хроматограмм ДСК и хлорным железом окрашивались в оранжевый, жёлтый и коричневый цвета, что характерно для фенолокислот (Таблица 13). 
Таблица 13 – Качественные реакции фенольного соединения( Rf 0.80), биомассы L. edodes 2541, с  различными реактивами 
	Реактив
	Видимый свет
	УФ- свет

	AlCl3 (5%-ный водный раствор
	жёлтая
	жёлтая

	ДСК
	оранжевая
	жёлтая

	FeCl3 (1%-ный водный раствор
	светло-коричневая
	жёлтая

	Железоаммонийные квасцы
	голубая
	синяя

	FeCl3+K3Fe(CN)6
	синяя
	голубая

	Реактив Вильсона
	не обн.
	тёмно-синяя

	Pb(CH3COO)2 
(насыщенный водный раствор)
	не обн.
	синяя

	Фосфорно-молибденовая кислота
	не обн.
	фиолетовая


Преобладающие на хроматограммах соединения (с Rf 0,35 и 0,46) были выделены в чистом виде с помощью препаративной тонкослойной хроматографии на силикагеле и после переосаждения диэтиловым эфиром использованы для снятия УФ- спектров. Синтезируемые L. edodes 2541 вещества с Rf 0,35 и 0,46 имеют минимумы поглощения при 218 и 212 нм и максимумы при 250 и 254 нм. 
Сопоставление УФ спектров выделенных веществ с аналогичными, характерными для производных бензойной кислоты, позволило утверждать, что соединения с максимумами поглощения 250-254 нм соответствуют п-оксибензойной кислоте. Установлено, что одновременно с соединениями С6-С1 ряда гриб синтезирует соединения С6-С3-С6 ряда. В фенольной фракции мицелия методом двумерной хроматографии на бумаге обнаружено наличие 8  таких соединений.

На основании определения значений Rf в ряде систем растворителей, регистрации цвета пятен в видимом и УФ - свете установлено, что к группе флавоноидов могут быть отнесено лишь одно соединение. В системе растворителей этилацетат-пропанол-аммиак (90:70:40) оно имело Rf 0,80 . В видимом и УФ- свете это соединение давало жёлтую окраску. Способность этого соединения давать специфические цветные реакции с раствором ДСК, FeCl3, железоаммонийными квасцами и др. дала основание отнести его к одному из классов флавоноидов – флавонам . Принадлежность соединений к группе флавоноидов была обоснована и на основании спектральных характеристик , поскольку соединение, выделенное из глубинного мицелия гриба, (Rf 0,80) имеет основные максимумы при 265 и 345 нм. 

В результате проведенных исследований углеводного состава биомассы L. еdodes штамм 2541  установлены состав и содержание углеводов в различных фракциях эндополисахаридов, полисахаридов клеточной стенки и цитозоля глубинного мицелия, а также структура и молекулярный вес разных фракций эндополисахаридов. 

 Изучение состава витаминов биомассы L. edodes   2541 свидетельствует о наличии в ней витаминов группы В – В1, В2, В6, а также ниацина и эргостерола.

 Исследование содержания и состава полифенолов  биомассы L. edodes   2541  позволило установить, что их количество достигает  1800 мг%. В их состав входят фенолокислоты, в том числе п-оксибензойная кислота, а также флавоны.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате выполнения работ по проекту получены следующие основные результаты:

Проведена сравнительная характеристика 31 штамма культур гриба Lentinus edodes (шиитаке) по накоплению общего белка (сырого протеина) и липидов.  На основании полученных данных были отобран  штамм  L.еdodes 2541, обладающий способностью повышенного синтеза белков до 23% и липидов до 7%. Ранее в наших экспериментах этот штамм показал высокую продуктивность в синтезе общей биомассы и эндополисахаридов.

Изучен аминокислотный состав белков, обнаружено, что белок содержит 17 аминокислот, 9 из них – незаменимые, что составляет 47% от суммы аминокислот. Среди незаменимых аминокислот  необходимо отметить  высокое содержание  лейцина, лизина, валина и тирозина. Эти данные свидетельствуют о высокой питательной ценности грибного белка.

Изучено содержание липидов и жирных кислот  в глубинном мицелии штамме L.еdodes 2541. Показано, что содержание липидов в биомассе составляет 7%.  Анализ жирнокислотного состава липидов глубинного мицелия L. edodes 2541 показал, что в нем преобладает  полиненасыщенная диеновая линолевая (C18:2)  кислота– 69% от суммы жирных кислот. Полиненасыщенные жирные кислоты являются незаменимыми компонентами питания, поскольку, как и незаменимые аминокислоты, они не могут быть синтезированы в организме человека. 

Продемонстрировано, что в составе липидов штамма L. еdodes 2541 количество ненасыщенных  жирных кислот (75%)  значительно превышает количество насыщенных  жирных кислот (24%). В связи с этим степень ненасыщенности липидов составляет 1,46.
 Вышеизложенные данные свидетельствуют о высокой питательной ценности глубинного мицелия L. edodes 2541. 
В результате проведенных исследований углеводного состава биомассы L. еdodes штамм 2541  установлены состав и содержание углеводов в различных фракциях эндополисахаридов, полисахаридов клеточной стенки и цитозоля глубинного мицелия, а также структура и молекулярный вес разных фракций эндополисахаридов. 

 Изучение состава витаминов биомассы L. edodes   2541 свидетельствует о наличии в ней витаминов группы В – В1, В2, В6, а также ниацина и эргостерола.

 Исследование содержания и состава полифенолов  биомассы L. edodes   2541  позволило установить, что их количество достигает  1800 мг%. В их состав входят фенолокислоты, в том числе п-оксибензойная кислота, а также флавоны.

Все задания выполнены согласно календарного плана (Приложение В).
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б 
(Оттиски опубликованных работ)
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ПРИЛОЖЕНИЕ В
 (Календарный план работ)
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k Jlorosopy Ne__ ot 2018 r.
Ha rPaHTOBOE (PMHAHCHPOBAHHE

TEXHUYECKASA CIIELHUOUKALIMSA U
KAJIEHJAPHBIN IJIAH PABOT

o norosopy Ne/#7 ot /5. 3, 2018 rona

1.TOO «tHAYYHO - [TPOU3BOJICTBEHHOE ITPEAITPUATUE «AHTUT'EH»

1.1 Ilo npuoputety: Hayku 0 H3HH H 310pOBbE

1.2 Mo noanpuopuTtetry: 4.1 dyHnameHTaNbHBIE W TIPUKIIA/IHBIE HCCIIEA0BAHKS B 00J1aCTH
OGuoorum.

1.3 o Teme npoekra: Noe AP05130493 «Pa3paboTka TeXHONOrHH MOJIyYeHHs HOBOTO
(YHKLMOHAIBHOrO MPOJAYKTa Ha OCHOBE ChEAOOHOro JIEKapCTBEHHOro rpuba LIMMTAKe Ui
KOPPEKLMH MUTaHHs ¥ NPODHIAKTHKH XPOHHYECKHX 3ab0eBaHHH»

1.4 O6umas cymma npoekta 24000000 (aBanuaTh Y4eTHIpe MHIIHOHA) TEHIE€ B TOM YMCIIE
¢ pa3OHBKO#i 110 roaaM, [UIsl BBIOMHEHHS paboT COriacHo MyHKTY 3:

-Ha 2018 rox - B cymme 8000000 (BoceMb MHIIIHOHOB) meHze;

- Ha 2019 roz - B cymme 8000000 (BoceMb MHIJIHOHOB) meHze,

- Ha 2020 rox - B cymme 8000000 (BoceMb MUILITHOHOB) meHze.

2. Xapakmepucmuka Hay4Ho-mexHu4ecKkoi RpoOyKyUU no K6alu@uUKAKUOHHbIM NPUIHAKAM
U IKOHOMUYECKUEe nOKazamenu

2.1 Hanpasnenue paGoTs: [ToMCK HOBBIX JIEKAPCTBEHHbIX BELLECTB, ()apMAKONOrHUECKHE
MX MCCJIEZIOBAHHS U TEXHOJIOTHH NPOH3BO/ICTBA OPHIHHABHBIX JIEKAPCTBEHHBIX NPENapaTos

2.2 O6nacTe npuMeHeHHs: DHOTEXHOIOTHS, 3IPaBOOXPAHEHHE

2.3 KoHeuHbIH pe3yJbTar:

- 3a 2018 rox: Byzner npoBeseH cKpuHHHT wTaMma L. edodes ¢ BbICOKHM COZIEP)KaHHEM
M0J1MCaxapua0B M OTpabOTaHbl YCIOBHS €ro KyJIbTHBHDOBAHMS  JUIA WHTEHCHDHKAUHMH
6uocuHTe3a nonucaxapuaoB. Byner onybnukoBaHa 1 cTaTesl B OTEYECTBEHHOM H3/aHWHM C
HEHYJIeBbIM HMNAKT-()aKTopoM.

- 3a 2019 rox: Byser nmpoBeneHO HCClENOBAHHE XHMHYECKOTO COCTaBa MOTPYKEHHOH
6romaccel 0To6paHHOro npoayueHTa. Byaer noxana 1 3asBka Ha u3obperenne B KasaxcraHnckoe
nateHTHOe BeAoMmcTBO. Byner omyGnnkoBana 1 cTaThst B 3apy0eiHOM H3JaHHH C HEHYJIEBBIM
HMNaKT-(aKTopoMm.

- 3a 2020 roa: Bysmer n3ydyeHa Ouosioruyeckas aKTHBHOCTh OHMOMAaccel 0TOOpPaHHOro
npoayueHTa. Byaer ony611koBaHO 2 CTaThH B 3apyOeXHBIX H3IaHUAX, HHIEKCHPYEMbIX B 6a3ax
nanubix Scopus uim Web of Science ¢ HeHy/1eBbIM HMNIAKT-GaKTOPOM.

2.4 [MTaTeHTOCNOCOGHOCTD: MATEHTOCIOCOOEH.

2.5 HayyHO-TeXHHYECKHH ypOBEHb (HOBH3HA): BLICOKHH

2.6 Vicnonb3oBaHue HaydHO-TEXHHUYECKOi npoaykuun ocymectasercs: TOO «Hayuno-
MPOU3BOJCTBEHHOE MPEANPUATHE AHTHTEH»

2.7 Bua ucnons3oBaHus pesyibTaTa HayyHOH M (WIM) Hay4yHO-TEXHMYECKOH
JIeATEIbHOCTH: MYOIHKALHH U OTYEThI





[image: image12.jpg]3. Haumenosanue pabom, cpoku ux peanusayuu u pe3yabmamst

Wndp HaumenoBanue pabor no | Cpok BbinojHeHHs™* Oxxupnaemslit pe3ysiprar™
BajaHus, JloroBopy # OCHOBHBIE
& HAyauo | OKOHYAaHH
JTana| 3Tarbl €ro BHIMOJHEHHS | -

1 |Ckpununr  mramma  L.| sHBapb B Hosibps |Byner  mpoBedeH  CKPMHHHT
edodes c BeicokuM | 2018 . 2018 r. |wramma L. edodes c BBICOKMM
CozlepKaHHEM MOJIH- COJIepXKaHHEM NOHCAXapHIOB H
caxapuaoB M oTpaboTka 0TpaboTaHbI yCJIOBHSI ero
yCJIOBUH ero KyJbTHBHPOBAHHUS JUIst
KYyJbTHBUPOBAHHS Juist HHTEeHCHHKaNMH  GHOCHHTE3a
MHTEHCH(pHKALHH MOJIMCAaXapHaO0B
6HOCHHTE3a NOJIUCAXapUI0B

1.1 | CkpuHuHT iTamMma L. SIHBapb | nronn Byner  npoBeaeH  CKpPHHHHT
edodes ¢ BbICOKHM 2018 r. 2018 r. |wramma L.edodes C BBICOKHM
conepxanieM B GHoMacce colepxkaHdeM B Ouomacce
ToMCaxapuI0B TOJIHCaxapu/i0B

1.2 | [Ton6op onTHMAaIbHBIX HIONb 1 Hosi6ps | BynyT nonoGpanbl ONTH-
MCTOYHHKOB yriepoza. azota | 2018r. 2018 r. |MaybHBIE HMCTOYHHKH Yrjepoza,
W yCJI0BHH azoTa H YCJIOBHH
Ky/1bTHBHpOBaHHs (pH, t°) kynbTuBApoBanus (pH, t°) ans
JUIS TOBBIIIEHHOTO CHHTE3a TMOBBIIIEHHOTO CHHTE3a
ToJHcaxapuiIoB MOJIMCaxapHIoB 0TOOpPaHHBIM
0TOOpaHHBIM LITAMMOM wraMmoM L. edodes. Byner
L. Edodes omyGiukoBana | crated B

OTEYECTBEHHOM  HM3JaHHH  C
HEHYJIEBbIM MMIMAKT-(haKTopom

2 |HccnenoBanne XxuMHYecKkoro| sHpapb | | Hosa6ps | Byner MPOBEIEHO ucce-
cocTaBa norpyxeHso#t | 2019 . 2019r. |noBaHHE XHMHYECKOTO COCTaBa
6romaccsl oTo6paHHOTO NOTrpPYKEHHOH Gromaccel
NpOJylEeHTa _| 0TOGpaHHOrO NpoAyLeHTa

2.1 |OmnpeneneHue CcoAepXKaHHusi| sSHBapb uioHb | Byner ompeneneHo coaepikaHue
CBIPOTO MpoTerHa, Junuaos| 2019T. 2019r. |cBlporo mpoTEeHHa, JHMHAOB H
| KHpPHBIX  KHMCIOT B KUPHBIX KHCIOT B OHOMacce
Hromacce 0T0OpaHHOTO oro6panHoro wramma L.edodes
wramma L. edodes

2.2 |OnpeneneHne CONCPXKAHMA |  HIOAb 1 Hosi6pst | ByzneT omnpeneneHo coaepKaHHE
yriaeBoaoB, BuTaMuHOB M| 2019T. 2019r. |yrneBomoB BHTaMHHOB "
nonudenonoB B OGuomacce nonudeHosoB B OGHOMacce
orobpanHoro mramma L. orobpanHoro mramma L. edodes.
edodes byner mnomana 1 3asBka Ha

n3obperenne B Kasaxcranckoe

MaTeHTHOE BEJOMCTBO. Byﬂer

omybnukoBaHa | craTed B

3apy6exHOM H3aHHH c
| HEHYJIEBBIM MMNAKT-HaKTOpoM

3 |Usyuenne Guosoruyeckoi | suBapb | 1 HosOps |Byner u3yuena Ouosioruueckas
aKTHBHOCTH Guomaccer | 2020 T. 2020 r. |aKTHBHOCTb 6romaccel
0TOOPaHHOrO NMPOAYIEHTa 0TOOpaHHOTO MPOAYLEHTA




[image: image13.jpg]3.1 |Onpenenenue conep)xaﬂm SIHBaph HIOHB
LUTOKHHHHOB B OWomacce| 2020T. 2020 .
otobpaHHoro mramMma L.
edodes

3.2 |HccnenoBanue cnocoGHOCTH |  HIONb 1 HOAOpPs
6romacchl otobpannoro| 2020 r. 2020 r.
| ITaMMa copbHpoBaTh

TSAXKEJIbIC METAJIBIL.

Byner onpeneneno coxepiaHue
[UTOKHHHHOB B 6romacce
otobpanHoro wramMa L. edodes

Byner uccnenoBana crioco6HOCTb
6romaccel 0TOOpaHHOrO LITaMMa
copBrpoBaTh TsKeble METAILIbI.
Byner ony6nukoBaHo 2 cTaTbu B
3apyOexHbIX M30aHHsAX,
HHAEKCHPYeMBIX B 6a3zax JaHHbIX
Scopus unu Web of Science ¢
HEHY/EBbIM UMNAKT-(HakTOpOM

Ot 3akazuuka:

MununcrepcTBa 06pa3oBaHus

Ot Ucnonuurens:
I'enepanbHbIH JUPEKTOP
TOO HIIIT «<AHTHTEeH»

O3HaKOMJIEH:

Hayu4HbI# pyKOBOIMTEb TPOEKTA

i Mycradun K.I'.
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		24		25.5		0.11

		25		26.5		0.17

		26		27.5		0.2

		27		28.5		0.15

		28		29.5		0.15

		29		30.5		0.18

		30		31.5		0.1

		31		32.5		0.05

		32		33.5		0

		Эндополисахарид, растворённый в воде, элюированный 1 М NaCl

		№		V мл		D

		1		3		0

		2		3.5		0

		3		4.5		0

		4		5.5		0.02

		5		6.5		0.03

		6		7.5		0.07

		7		8.5		0.12

		8		9.5		0.17

		9		10.5		0.25

		10		11.5		0.3

		11		12.5		0.24

		12		13.5		0.15

		13		14.5		0.08

		14		15.5		0.02

		15		16.5		0.02

		16		17.5		0.05

		17		18.5		0.12

		18		19.5		0.22

		19		20.5		0.28

		20		21.5		0.27

		21		22.5		0.15

		22		23.5		0.1

		23		24.5		0.05

		24		25.5		0.02

		25		26.5		0

		26		27.5		0

		27		28.5		0

		28		29.5		0

		29		30.5		0

		30		31.5		0
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