Анализ хитинолитической активности бактерий Bacillus thuringiensis
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Для исследования был выбран штамм, промышленной бактерии Bacillus thuringiensis ВКПМ-5155, в связи с тем, данный микроорганизм хорошо изучен, а также прост в культивировании, не патогенен для человека и продуцирует хитинолитические ферменты такие, как хитиназы, (КФ 3.2.1.14) и хитозаназы (КФ 3.2.1.132) [1].
В качестве объекта продуцента хитин-глюканового комплекса (ХГК) был выбран коммерческий штамм гриба Ganoderma multipileum TF-05, т.к. достоверно известно, что грибы данного рода обладают высоким содержанием хитина и полезных биологически активных соединений в плодовых телах [2].

Для качественной реакции на хитинолитическую активность, в чашках Петри диаметром 90 мм, суспензию бактериальной культуры, в количестве 0,1-0,2 мл, вносили в заранее подготовленные лунки диаметром 5 мм, вырезанные в питательном агаре, следующего состава (г/л): K2HPO4×3H2O, 1; KH2PO4, 0,5; (NH4)2HPO4, 0,5; MgSO4×7H2O, 0,4; CaCl2, 0,2; пептон, 3; дрожжевой экстракт, 3; кукурузный экстракт, 0,5; коллоидный ХГК, 5; агар, 16.
Коллоидную суспензию ХГК готовили растворением измельченных до фракции не более 0,05 мм высушенных плодовых тел Ganoderma multipileum и конц. HCl, в соотношении 1:9 соответственно. Смесь переносили в коническую колбу и помещали на орбитальный шейкер (200 об/мин) при комнатной температуре до растворения не менее 2 ч. Раствор выливали при перемешивании в ёмкость, наполовину заполненную холодной (4°С) водопроводной водой, и оставляли в холодильнике на 12 ч. Декантированную суспензию отделяли от надсосадочной жидкости, концентрированную суспензию вновь ресуспендировали водопроводной водой. Данный процесс промывки осуществляли не менее 4 раз, до pH ≈ 8.5, далее промывали 3 раза дистиллированной водой. Полученная суспензия ХГК имела pH 5,5—6,0 и хранилась в темноте при 4 °C до использования. Содержание хитина в суспензии определяли гравиметрическим методом после высушивания образцов объемом 10 мл, в анализаторе влажности Moisture analyzer MX-50 (Япония). Влажность суспензии коллоидного хитина из Ganoderma multipileum на 1 мл составила 99,59 %.

Наличие и интенсивность хитинолитической активности, оценивали визуально, по площади осветления агара вокруг лунок.

Заметный рост культуры наблюдался уже через 24 часа, через 72 ч, наблюдалось небольшое обесцвечивание агара на границе вокруг колоний бактерий, очевидное осветление было обнаружено через 120 ч, после начала культивирования. 
Проведенное исследование показало, что бактерии Bacillus thuringiensis ВКПМ-5155 обладают хитинолитической активностью. Продуцируемые бактериями специфические ферменты эффективно деполимеризуют ХГК из гриба Ganoderma multipileum.
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