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	Работа проводилась в научно-исследовательской лаборатории кафедры биотехнологии, биохимии и биофизики Кубанского ГАУ, целью которой являлся поиск оптимальных условий получения гидролизатов молочнокислых бактерий термокислотным и ферментативным способами. Объектом исследований служили чистые культуры микрофлоры желудочно-кишечного тракта перепелов ( Lactobacillus agilis, Lactobacillus intermedius и Lactobacillus salivarius. При проведении термокислотного гидролиза были использованы одинаковые соотношения бактериальной массы и воды, а также процедуры очистки гидролизатов. Переменными условиями были рН, температура и время гидролиза. При проведении ферментативного гидролиза в работе был использован фермент из группы мурамидаз ( лизоцим. Переменными условиями при получении ферментативных гидролизатов было количество фермента и время проводимого гидролиза. В процессе исследований изучали: количественное содержание общего белка, пептидов с М.м. < 1500, белка и пептидов с М.м. > 1500, аминокислот, а также ГМДП (глюкозаменилмурамилдипептид). На основании проведенных экспериментов установлено, что по всем составляющим биологически активных веществ термокислотный способ гораздо более эффективнее, чем ферментативный. Максимальное накопление БАВ в получаемых гидролизатах различными способами было выявлено при разрушении клеток Lb. intermedius. Содержание ГМДП в термокислотном гидролизате было выше, чем в ферментативном на 0,028 г/100 мл (51,8 %)
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Молочнокислые бактерии представляют собой грамположительные бациллы, которые естественным образом заселяют желудочно-кишечный тракт [3; 13]. Они обладают высокой функциональной и биологической активностью, что позволяет их использовать в качестве основы для разработки пробиотиков и другиж продуктов питания специального назначения [6; 12; 14].

Иммуностимулирующий эффект ( это одна из главных функций естественной микрофлоры кишечника, который способствует повышению всех видов иммунитета в макроорганизме. В большей степени данным эффектом обладают молочнокислые бактерии [5].

Представители рода лактобацилл способствуют стимуляции пониженного иммунитета, при это не оказывают влияние на иммунный статус организма в случае его нормального состояния [4]. Лактобактерии усиливают систему перитонеальных макрофагов, активируют структуры, которые способствуют повышению клеточного иммунитета [8; 15]. Приводя в рабочее состояние ретикуло-эндотелиальную систему желудочно-кишечного тракта и стимулируя продукцию ряда различных цитокинов, молочнокислые бактерии обеспечивают оптимальный баланс между гуморальным и клеточно-опосредованным типами иммунного ответа [7].

Гидролиз белков компонентов представляет собой разрушение молекулы с деструкцией первичной структуры. Разрушение пептидной цепи происходит в результате влияния на неё физических, химических и биологических факторов [11].

Из литературных источников известно, что основными методами гидролиза белковых компонентов, а также бактерий считаются химические и биологические (ферментативные). Химический способ включает в себя кислотный и щелочной гидролиз. Однако щелочной гидролиз применяют редко, так как он способствует рацемизация боль​шинства аминокислот, а также разрушение аргинина и лизина [2; 11].
Чаще всего в практике применяют кислотный гидролиз, который проводят с использованием минеральных кислот при высоких температурах. В результате кислотного гидролиза с различной скоростью разрушаются пептидные связи. Варьируя концентрацией кислоты, температурой и временем прохождения гидролиза можно готовить лизаты с различной глубиной расщепления [11].

Часто на практике используют ферментативный способ гидролиза, так как он способствует более мягкому и щадящему разрушению связи в белковом субстрате. Данный способ гидролиза осуществляют в смесях с кислотностью среды, соответствующей максимуму активности выбранного фермента. Особенностью ферментов является то, что они воздействуют на определенные группы соединений. Так, например, протеолитические ферменты расщепляют только белки и пептиды.

Целью настоящей работы является поиск оптимальных условий получения гидролизатов молочнокислых бактерий термокислотным и биологическим (ферментативным) способами.

Работа проведена при поддержке гранта Президента Российской Федерации для государственной поддержки молодых российских ученых МК-961.2017.11 (Договор № 14.W01.17.961-MK).

Материалы и методы исследований. Работа проводилась в научно-исследовательской лаборатории кафедры биотехнологии, биохимии и биофизики ФГБОУ ВО Кубанский ГАУ.

В качестве объектов исследований использовали лактобактерии – Lactobacillus agilis, L. intermedius и L. salivarius, которые независимыми микробиологическим методом, методом количественной полимеразной цепной реакции в реальном времени и метагеномными методами были выделены из слепых отростков желудочно-кишечного тракта перепела.

При проведении термокислотного гидролиза были использованы одинаковые соотношения бактериальной массы и воды, а также процедуры очистки гидролизатов. Переменными условиями были рН, температура и время гидролиза. Малую продолжительность обработки (максимум ( 8 часов) компенсировали тем, что гидролиз проводили под давлением в автоклаве. При получении каждого гидролизата к бактериальной массе с влажностью около 50 % прибавляли дистиллированную воду в соотношении 1:3. По данным литературы такое соотношение является оптимальным при гидролизе белковых субстратов термокислотным способом [11]. Кислоту серную концентрированную прибавляли до получения значения рН согласно выбранного плана эксперимента (таблица 1).

Таблица 1 ( Условия для получения гидролизатов молочнокислых бактерий термокислотным способом

	рН
	Температура,  °С
	Время, ч

	2
	110
	3; 5; 8

	
	120
	

	
	130
	

	3
	110
	3; 5; 8

	
	120
	

	
	130
	

	4
	110
	3; 5; 8

	
	120
	

	
	130
	


Нейтрализацию серной кислоты осуществляли гидроксидом кальция, так как по данным литературы он обеспечивает осаждение высоких концентраций сульфатов в растворе [11].

Очистку всех полученных гидролизатов осуществляли следующим образом: после прохождения гидролиза, полученную взвесь охлаждали, нейтрализовали, центрифугировали при 5000 об/мин 10 мин, супернатант декантировали, разливали во флаконы и хранили в холодильнике.

При проведении ферментативного гидролиза в работе был использован фермент из группы мурамидаз ( лизоцим, так как по сравнению с мутанолизином он значительно дешевле и поэтому предпочтительно его использование в производстве, а также согласно данным Сенченко С. П, именно использование лизоцима с предварительной термической обработкой бактериальной массы в сравнении с группой протеолитических ферментов (панкреатин, трипсин и проназа) способствует максимальному выходу биологически активных веществ, в частности ГМДП [10].
В работе использовался трис-буфер (50мМ трис-HCI), так как он несет слабую ионную нагрузку и вследствие этого более физиологичен. Кроме того, повышенная концентрация солей усиливает связывание лизоцима с липополисахаридами живых бактерий, результатом чего может являться инактивация фермента. Поэтому в работе проводилось предварительное кипячение субстрата. Данный процесс приводит к денатурации белка, что выражается в разрушении его третичной структуры. Это, в свою очередь, облегчает контакт активных центров фермента с субстратом [9].

Переменными условиями при получении ферментативных гидролизатов было количество фермента и время проводимого гидролиза. На первом этапе работы необходимо было выбрать оптимальное соотношение между ферментом и субстратом. Получение гидролизатов проводили при рН 7,0(8,0 и температуре опыта 37 °С ( это условия оптимума действия используемого фермента. Время гидролиза выбиралось произвольно, и было равно 2 часам. Количество фермента варьировалось от 0,5 до 5,0 мг/мл. Так как ГМДП относится к пептидам с молекулярной с М.м.<1500 D, то на данном этапе качество полученных гидролизатов определяли по количественному содержанию всех пептидов с М.м.<1500 D.
Полученные гидролизаты были охарактеризованы по следующим показателям: количественное содержание общего белка, пептидов с М.м.< 1500, белка и пептидов с М.м. > 1500, аминокислот, а также ГМДП (глюкозаменилмурамилдипептид).

Определение общего белка проводили спектрофотометрически в видимой области с использованием реактива Бенедикта, а в качестве стандартного образца применяли бычий сывороточный альбумин.

Определение пептидов с низкой молекулярной массой проводили как и в случае определения общего белка, однако в качестве стандартного образца применяли ГМДП (препарат для животных «Гликопин» или для человека «Ликопид»).
Определение аминокислот проводили по общепринятой методике количественного содержания аминокислот в микробных лизатах, а в качестве стандартного образца применяли глутаминовую кислоту.

Содержание белковых веществ с М.м.>1500 Д определяли по разнице между содержанием общего белка и низкомолекулярных пептидов.

Определение ГМДП проводили мицеллярным вариантом капиллярного электрофореза.

Обсуждение результатов исследований. При проведении термокислотного гидролиза для каждой культуры проводилось по 3 серии опытов, в каждой из которых было получено по 9 гидролизатов.

Диапазон изучаемых параметров был выбран с учетом данных литературы и собственных предположений. Так, при получении препаратов для парентерального питания установлено, что сернокислотный гидролиз чаще всего проводят 3(5 ч при температуре 120(130 °С и давлении 2(3 атм [1]. По данным исследователей в диапозоне рН = 2‒3 ед., температуре 100‒120 °С и времени гидролиза 1‒5 ч можно получить гидролизат бактерий со значительным количеством БАВ [10]. Максимальное время гидролиза составило 8 ч, так как по данным литературы при 8(16-часовом гидролизе серин разрушается на 10 %, треонин ( на 2(3 %, значительно разрушаются цистин, метионин, пролин, полностью ( триптофан [11]. рН среды в 4 ед. была взята из собственных предположений, так как, согласно литературным источникам, чем меньше использовать кислоты для гидролиза, тем выше возможность её нейтрализации, что обеспечит получение лизатов с низкой концентрацией солей, которые могут негативно влиять на организм.
В целом, по каждой культуре было получено ( 27 гидролизатов, что в сумме составило 81 лизат бактерий. Данные гидролизаты были охарактеризованы по следующим показателям: количественное содержание общего белка, пептидов с М.м.< 1500, белка и пептидов с М.м. > 1500, аминокислот, а также ГМДП.

Экспериментальным путем установлено, что наилучшие результаты по изучаемым гидролизатам по каждой культуре были получены при рН среды 3 ед, температура гидролиза 130 °С, время – 5 ч. Результаты наилучших экспериментов по каждой культуре представлены в таблице 2.

Таблица 2 ( Результаты анализа наилучших гидролизатов молочнокислых бактерий, полученных термокислотным способом
	Гидролизат лактобактерий
	Показатель

	
	Аминокислоты, г/100мл
	Общий белок, г/100 мл
	Пептиды с М.м.<1500, г/100 мл
	Пептиды с М.м.>1500, г/100 мл
	ГМДП, г/100 мл

	Lb. agilis
	3,25
	5,68
	2,35
	2,38
	0,063

	Lb. intermedius
	3,52
	5,21
	2,69
	2,47
	0,082

	Lb. salivarius
	3,31
	5,45
	2,39
	2,35
	0,043


В результате проведенных исследований установлено, что наилучшие результаты были получены при лизисе клеток Lb. intermedius. При этом содержание аминокислот было выше, чем при гидролизе Lb. agilis и Lb. salivarius на 8,3 и 6,3 %, пептидов с низкой молекулярной массой на 14,5 и 12,6 %, пептидов с высокой молекулярной массой ( 3,8 и 5,1 %, соответственно. Особо следует отметить содержание ГМДП, как одного из главного соединения обеспечивающего иммуностимулирующий эффект, количество которого было выше в гидролизате, полученного из клеток Lb. intermedius по сравнению с Lb. agilis и Lb. salivarius в 1,3 и 1,9 раза.

Таким образом, термокислотный способ является методом, который позволяет получать гидролизаты с высоким содержанием биологически активных веществ. Наилучшие результаты были получены при анализе гидролизата полученного из Lb. intermedius.
Однако представляло интерес сравнить данные результаты с результатами анализа гидролизатов полученных ферментативным способом. Кроме того, ферментативный способ не требует использования в технологической схеме производства автоклавов и концентрированных минеральных кислот, что может быть выгодно для многих производителей.
При проведении ферментативного гидролиза от каждой культуры было получено по 10 гидролизатов при одинаковых соотношениях бактериальной массы и буфера. В целом было проанализировано 30 лизатов бактерий.

Результаты изучения зависимости содержания низкомолекулярных пептидов от количества вносимого фермента лизоцима представлены в таблице 3.
Таблица 3 ( Количественный выход низкомолекулярных пептидов в зависимости от концентрации лизоцима в гидролизате
	Показатель
	Концентрация лизоцима, мг/мл

	
	0,5
	1,0
	1,5
	2,0
	2,5
	3,0
	3,5
	4,0
	4,5
	5,0

	Lb. salivarius

	Пептиды с М.м.<1500, г/100 мл
	0,73
	0,93
	1,07
	1,16
	1,32
	1,45
	1,65
	1,67
	1,69
	1,71

	Lb. agilis

	Пептиды с М.м.<1500, г/100 мл
	0,68
	0,83
	0,91
	0,99
	1,03
	1,11
	1,13
	1,13
	1,15
	1,17

	Lb. intermedius

	Пептиды с М.м.<1500, г/100 мл
	1,17
	1,27
	1,43
	1,75
	1,86
	1,94
	2,04
	2,16
	2,19
	2,22


Таким образом, для каждого гидролизата была выбрана оптимальная концентрация фермента лизоцима с учетом максимального выхода низкомолекулярных пептидов, а также экономической целесообразности: для гидролизата из Lb. agilis и Lb. salivarius ( 3,5 мг/мл, а для гидролизата из Lb. intermedius ( 4,0 мг/мл.

Следующим этапом работы стала оптимизация времени гидролиза. При этом постоянными условиями также были рН (7,0(8,0) и температура опыта (37 °С). Переменным же условием было время (от 1 до 5 часов), а также количество лизоцима подобранного в эксперименте ранее. В ходе эксперимента от каждой культуры было получено по 5 гидролизатов при одинаковых соотношениях бактериальной массы и буфера. В целом было проанализировано 15 лизатов бактерий. Качество полученных гидролизатов определяли также по количественному содержанию низкомолекулярных пептидов. Результаты зависимости содержания пептидов от времени гидролиза представлены в таблице 4.
Таблица 4 ( Количественный выход низкомолекулярных пептидов в зависимости от времени гидролиза
	Показатель
	Время, ч

	
	1
	2
	3
	4
	5

	Lb. salivarius

	Пептиды с М.м.<1500, г/100 мл
	1,32
	1,63
	1,82
	1,84
	1,86

	Lb. agilis

	Пептиды с М.м.<1500, г/100 мл
	0,86
	1,12
	1,31
	1,35
	1,35

	Lb. intermedius

	Пептиды с М.м.<1500, г/100 мл
	1,76
	2,12
	2,45
	2,50
	2,47


В результате проведенных исследований установлено, что во всех случаях в период времени гидролиза с 1 до 3 часов выявлено резкое изменение количества низкомолекулярных пептидов в сторону их увеличения. Однако с 3 до 5 часов гидролиза наблюдается слабое увеличение содержания низкомолекулярных пептидов с течением времени. При этом данные различия не значительны и в условиях производства выглядит не экономно. Поэтому принято было остановиться на времени проведения гидролиза ( 3 часа.
В результате были получены 3 гидролизата, которые изучали по следующим показателям: количественное содержание общего белка, пептидов с М.м.< 1500, белка и пептидов с М.м. > 1500, аминокислот, а также ГМДП. Результаты анализа приведены в таблице 5.
Таблица 5 ( Результаты количественного определения основных биологически активных веществ в ферментативных гидролизатах
	Гидролизат лактобактерий
	Показатель

	
	Аминокислоты, г/100мл
	Общий белок, г/100 мл
	Пептиды с М.м.<1500, г/100 мл
	Пептиды с М.м.>1500, г/100 мл
	ГМДП, г/100 мл

	Lb. agilis
	2,36
	4,63
	1,31 
	1,67
	0,023

	Lb. intermedius
	2,62
	4,13
	2,45 
	1,89
	0,054

	Lb. salivarius
	2,41
	4,33
	1,82
	1,74
	0,030


Анализ гидролизатов, полученных ферментативным способом показал, что по количественному содержанию изучаемых веществ наилучшие результаты были получены в лизате из Lb. intermedius. При этом содержание аминокислот было выше, чем при гидролизе Lb. agilis и Lb. salivarius на 11,1 и 8,7 %, пептидов с низкой молекулярной массой в 1,8 и 1,3 раза, пептидов с высокой молекулярной массой на 13,2 и 8,6 %, соответственно. Особо следует отметить содержание ГМДП, количество которого было выше в гидролизате, полученного из клеток Lb. intermedius по сравнению с Lb. agilis и Lb. salivarius в 2,3 и 1,8 раза.

Вывод. Сравнивая термокислотный и ферментативный способы получения гидролизатов молочнокислых бактерий, можно утверждать, что по всем составляющим биологически активных веществ термокислотный способ гораздо более эффективный. При этом следует отметить, что максимальное накопление, в получаемых гидролизатах различными способами, биологически активных веществ было выявлено при разрушении клеток Lb. intermedius, что скорее всего связано с особенностями строения клеточной стенки бактерий, где количество пептидогликана выше, чем с другими изучаемыми биообъектами. Количество ГМДП в термокислотном гидролизате было выше, чем в ферментативном на 0,028 г/100 мл (51,8 %).
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