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Э. О. САРДАРЯН

О ФЕНОЛЬНЫХ СОЕДИНЕНИЯХ, ПРОДУЦИРУЕМЫХ 
А2ОТОВАСТЕИ сниоососсим

В настоящее время большое внимание уделяется влиянию физиоло­
гически активных веществ на растения, продуцируемые микроорганиз­
мами. Многочисленными исследованиями установлено, что азотобактер 
принадлежит к микроорганизмам, образующим значительные количе­
ства активных соединений, благоприятно действующих на растения [2, 
17—21]. Среди указанных соединений в предварительных поисковых 
опытах с применением бумажной хроматографии марки «С» Ленинград­
ской фабрики нами были выделены вещества, обладающие ингибитор­
ным действием на колеоптили пшеницы. Эти исследования позволили 
также предположить, что данные вещества относятся к фенольным 
соединениям. В литературе существуют скудные данные о наличии вы­
шеуказанных соединений, продуцируемых Аго1оЬас(ег сИгоососсшп [17].

В связи с этим настоящая работа посвящена изучению указанных 
физиологически активных веществ, синтезируемых Аго(оЬас1ег сЬгоосос- 
сшп, полученных из музейных культур ВНИИ с/х микробиологии.

Для получения биомассы выращивание микроорганизмов проводилось на твердой 
среде Эшби-агар, так как при глубинной ферментации продуцента уменьшается выход 
биомассы и осложняется метод осаждения клеток. При поверхностной инкубации куль­
туры продуцированные вещества дифундируются в агар в незначительном количестве, 
основная часть остается в биомассе продуцента. После шестисуточной инкубации штам­
мов азотобактера при 24'С выращенная биомасса экстрагировалась различными экстра­
гентами: серный эфир, 96% этиловый спирт, ацетон, бензол и этиловый эфир уксусной 
кислоты. Экстракция проводилась 3-кратно путем последовательного извлечения ве­
ществ вышеуказанными растворителями в течение 2 час. Результаты опытов показали, 
что наиболее эффектным экстрагентом для извлечения активного начала из культуры 
является этиловый эфир уксусной кислоты. Подобной экстракционной активностью об­
ладает также ацетон. Однако в данном случае экстракт содержит различные неактив­
ные примеси, освобождение от которых требует большого объема работ.

Следует отметить, что при кислом значении pH среды улучшается экстракционная 
активность растворителей. В наших опытах pH равняется 2.

Для разделения сложных смесей веществ, выделенных из разных штаммов азото­
бактера, применяли метод тонкослойной хроматографии, обладающий рядом преиму­
ществ [1]. Хроматографию проводили на разных адсорбционных слоях при различных 
системах растворителей, отобранных из целого ряда смесей, рекомендованных в лите­
ратуре для разделения ингибиторов роста фенольного характера методом хроматогра­
фии па бумаге и тонком слое [1, 3—6. 9—16]. В большинстве случаев для получения 
крепленного слоя рекомендуется смесь сорбентов с гипсом в разных соотношениях. В 
наших опытах для крепления хроматографического слоя применялся крахмал. Сравни­
тельный анализ эффективности сорбентов показал, что в обоих случаях они практически 
одинаковы: применение крахмала в качестве крепителя в наших исследованиях оказа-
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лось более удобным Адсорбционные смеси наносили на пластинки ручным способом, 
।(i.imiiiia слоя для всех сорбентов составляла 150 200 мк. Образцы наносили в виде 
полосок

Результаты опытов приведены в табл. I. Из 13 выбранных памп 
сне гем растворителей 6 оказались эффективными для подвижной фазы. 
Следует отметить также» что в системах растворителей с аммиаком ис­
следуемые соединения буреют, частично остаются на -старте, дают иска­
женную картину. При высоких концентрациях кислот (как органических,

Т а б л и и а

Эффективность систем раствори гелей при разных адсорбционных слоях

Адсорбционный с юн

Системы растворителей окись 
алл юм и-

ни я

силико- 
гсль

крем пе­
на я

КИСЛОМ

11ОЛИ- 
амидный 
порошок 
капрон

целлю­
лоза

Уксусная к-га, соляная к-та, вода 
(30 । 3 ։ 10)

Уксусная к-та, вода (15 ։ М5)

Уксусная к-та, вода (30:70)
Изопропанол, уксусная к-та, вода 

(4:1:5)
М-бутанол, уксусная к-та, вода 

(4:1:5)
М-бутанол, уксусная к-та, вода 

(40: 12:2К)
Этилацетат, уксусная к-та, вода 

(10:2:3)
М-бутанол, бензол, уксусная к-та, 

Вида (2 : 10:2:1)

М-бутанол, аммиак, вода (10: 1 : 1)

II юпронан >л, аммиак, вода (8:1:1)
Четыреххлористый углерод, уксус­

ная к та (100 : 2)
Четыреххлористый углерод, уксус­

ная К 1а (50:2)

Изопропанол, вода (3:2)

। хорошее разделение, среднее разделение, — — плохое разделение.

так и неорганических) в подвижной фазе разделение веществ происхо­
дит неудовлетворительно, независимо от адсорбционного слоя непод­
вижной фазы, как, например, уксусная кислота, вода в соотношениях 
15:85, 30:70, уксусная кислота, соляная кислота, вода 30:3:10. Нашими 
наблюдениями установлено также, что наиболее четкое и компактное 
разделение веществ во всех вышеуказанных системах растворителей 
происходит при адсорбционных слоях силикогсль, кремневая кислота, 
полиамидный порошок капрон.

В дальнейших опытах мы использовали кремневую кислоту для не­
подвижной фа пл в системе растворителей ГМ-бутанол-уксусная кислота 
вода (4:1:5).
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В результате проведенных исследований обнаружено, что штаммы 
Л/. сИгоососсит продуцируют вещества, ингибирующие рост колеои- 
гилей пшеницы. Последние определяли методом Кефели и Гурецкой |1|.

В табл. 2 приведены физико-химические и биологические показатели 
веществ, выделенных из некоторых штаммов азотобактера.

Таблица 2

Природа биологической активности вещее гп, продуцируемых р.пличными штаммами 
Л/о1оЬас1ег сЬгоососсит

Варианты

2°/0 сахароза контроль 
Контроль*
ill гамм 
Штамм 
1111 <i м м 
Штамм 
Штам м 
Штамм 
Штамм

□О

63

Rf

нет 
нет 

0,83 
0.88

0.76 
0.85 
0,72 
0,78

Свечение 
при днев­
ном свете

нет 
иет

желтое 
желтое 
желтое 
желтое 
желтое 
желтое

сильно-желтое

Свечение 
при У Ф ос­

вещении

нет 
нет 

поглощение 
голубое 
поглощение 
голубое 
голубое 
светло голубое 
голубое

Средняя 
длина ко­

леоптилей, 
мм

98,2 
96,6
73,0 
79.3 
76,2
81.7
72.6 
71,2
83,2

Ингиби­
рование, 

о/ /о

100
98,4
72,3
80,7
77,6
83.2
73,9
72,5
84,7

М 
9 
8

* Спиртовый элюат из адсорбционного слои кремневой кислоты, растворимой 
в 2°/о водном растворе сахарозы.

Таким образом, реакция биотестов указывает на то, что при выра­
щивании иа искусственной питательной среде Эшби-агар штаммы Ах. 
сЬгоососсит продуцируют физиологически активные вещества ингиби­
торной природы, расположенные на хроматограммах ближе к фронту.

Для определения химической природы вышеуказанных соединений 
применялись качественные специфические цветные реакции, известные 
в литературе «при идентификации веществ фенольного характера [3, 5, 
8, 15].

1. Азотнокислое серебро с \аОН коричневое.
2. Азотнокислое серебро без 1ЧаОН- коричневое.
3. Смесь хлорного железа и красной кровяной соли (1:1) голубое.
4. Ванилиновый реактив—серовато-розовое.
5. Диазотированная сульфаниловая кислота (реактив Паули) - 

оранжевое.
6. Бис-диазотированный —бензидин-красное.
7. Реактив Эрлиха—розовое.

8. Реактив Дениса-Фолина—черно-голубое.

Специфические реактивы на производные индолы реактив Сальков- 
ского и реактив Прохазкн дали отрицательную реакцию, что указывает 
на отсутствие индольных соединений в экстрактах из разных штаммов 
азотобактера (рис. 1).

Таким образом, в результате изучения экстрактов из разных штам­
мов /\zotobacler сЬгоососсит обнаружена на хроматограммах активная 
биологический журнал Армении, XXV, № 4—3
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зона ингибиторного характера. Идентификация этих веществ показала, 
что по физическим, химическим признакам они аналогичны фенольным 
соединениям. Наличие других физиологически активных веществ стиму-

Рис. 1. Проявление фенольных соединений бис-диазотированным бензидином 
на адсорбционном слое кремневой кислоты в системе растворителя М-бута- 

нол-уксусная кислота-вода (4:1:5).

ляционного характера, как производных индолов, в экстрактах не об­
наружено.

Институт ботаники 
АН АрмССР Поступило 20.V.1971 г.

Է. Լ. ՍԱՐԴԱՐՅԱՆ

АгОТОВАСТЕИ снроососсим֊|1 ԿՈՂՄԻՑ ՍԻՆԹԵՋՎՈՂ 
ՖԵՆՈԼԱՏԻՆ ՄԻԱՑՈՒԹՅՈՒՆՆԵՐԸ

Ամփոփում

AzOtcbaCteГ օհրօօօօօօաո տարբեր շտամների բիոմասայից արտաւ/ւսսւ֊ 
ման եղանակով անջատվել են ինհիբիտոր նյութեր։

Արտ աղա տմ ան միջոցով անջատված նյութ երի բաժանումը կատարվել է, 
ինչպես թղթի, այնպես \էլ նրբաշերտ ք ր ո մա տ ո դրա ֆ ի ա յ ի եղանակով։

Ուսումնասիրություններից պարզվել է, որ AZ0t0baCteГ ԱմՕՕՉՕՕՕԱՈԽ/ր 
տարբեր շտամներ իրենց ա^ման ընթացքում սինթեզում են ինհիբիտոր նյու֊ 
թեր, որոնց րստ իրենց կենսաբանական, ֆի ղի կ\ա կան և քի մ ի ա կան հ ա տ կա֊ 
նիշների կարելի է դասել ֆենոլւային խմրի միացությունների շարքը։
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