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При диагностике различных заболеваний, а также мониторинге биотехнологических процессов в настоящее время широко применяют ферментативные методы анализа. При этом часто используются сопряженные реакции, катализируемые различными ферментами. Благодаря сопряженным системам расширяется круг определяемых веществ и повышается чувствительность анализа.

Цель данной работы: поиск мицелиальных грибов(продуцентов оксидоредуктаз, сходных по своим каталитическим свойствам с пероксидазой из корней хрена и способных к работе в сопряженных реакциях с глюкозооксидазой.

Первоначально проверена возможность использования для составления дифференциально-диагностических агаризованных сред 16 субстратов, окисляемых в процессе катализа пероксидазой из корней хрена. Основным критерием оценки было наличие хорошо проявляющейся окраски реакционной смеси (интенсивной и визуально определяемой) и неспособность субстрата самоокисляться на воздухе. По данным критериям были отобраны пирокатехин, 3,3,5,5-тетраметилбензидин, п-фенилендиамин дигидрохлорид, орто-дианизидин. В последующем установлено, что только 3,3,5,5-тетраметилбензидин и орто-дианизидин выдерживали термическую обработку и не изменяли свою окраску при введении в «горячую» агаризованную среду. Поскольку пероксидаза катализирует реакции окисления всех проверенных субстратов только в присутствии пероксида водорода, необходим его источник. Как известно, пероксид водорода образуется в процессе ферментативной реакции окисления глюкозы, катализируемой глюкозооксидазой. В результате экспериментов была подобрана система, содержащая 2 ед/мл глюкозооксидазы Penicillium adametzii и 1% глюкозы, обеспечивающая генерацию достаточного количества пероксида водорода для пероксидазного катализа в составе агаризованных сред. В качестве контроля использовали среды без добавления глюкозооксидазы.
С использованием подобранных сред проведен анализ 80 грибов, выделенных из различных природных источников, относящихся к родам Penicillium, Aspergillus, Myrothecium, Acremonium. Установлено, что 20 штаммов грибов рода Penicillium, 1 штамм рода Acremonium и 1 штамм рода Myrothecium дают зоны окраски на среде с о-дианизидином. Последующая перепроверка культур на среде с 3,3,5,5-тетраметилбензидином позволила отобрать Myrothecium sp., вокруг которой образовывалась синяя окрашенная зона, что свидетельствует о синтезе гемовой оксидоредуктазы.
Таким образом, в результате проведенных исследований подобраны среды для скрининга штаммов грибов, синтезирующих оксидоредуктазы, способные к работе в сопряжённой реакции с глюкозооксидазой. С использованием подобранных сред отобран штамм Myrothecium sp.,продуцирующий предположительно гемовую пероксидазу.
