
ELECTROPHORETIC PROTEIN PATTERNS OF NODULE 
BACTERIA MUTANTS

A. Dz. NALBANDIAN. A. Ya GHARIBIAN

It has been established that the protein composition of the soy-bean 
an.' alfalfa nodule bacteria mutants differ from their original strains in 
their protein composition. No such changes have been detected In the 
protein composition of c-sparcet nodule bacteria.
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ПРОЛИНОКСИДАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ И ИЗМЕНЕНИЕ 
МЕТАБОЛИЧЕСКОГО ПУЛА АМИНОКИСЛОТ В УСЛОВИЯХ 
ИНДУЦИРОВАННОГО СИНТЕЗА ФЕРМЕНТА ДРОЖЖАМИ 

SACCHAROMYCES VINI

Э. А. МАПТАШЯН, М. А. ДАВТЯН

Изучено влияние аминокислот группы глутаминовой кислоты, вносимых в пита
тельную среду в качестве единственных источников азота, на активность пролннокси- 
д ՛ 1Ы и состав обменною аминокислотного фонда винных дрожжей. Выявлена пря
мая корреляция между концентрацией накаливаемого внутриклеточного пролина и 
активностью пролииоксидазы.

Ключевые слова: дрожжи, аминокислоты, про.тиноксидаза.

Индуцированный синтез пролииоксидазы (Ь-нролшсИАД (Ф)-5- 
оксидоредуктаза КФ 1.5.1.2), рассматриваемый в аспекте утилизации 
аминокислот как источников азотного питания, неизбежно связыва
ется со способностью усвоения аминокислот группы глутаминовой кис
лоты (цитруллина, орнитина, аргинина, пролина). В предыдущих ра
ботах рассматривались вопросы индукции пролииоксидазы пролином 
[3J. орнитином [4] и их смесью, являющейся не менее эффективным 
индуктором, чем отдельная аминокислота [4].
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Ь настоящем сообщении приводятся данные, касающиеся вопро
сов влияния экзогенного аминокислотного питания на ферментную 
систему, ответственную за последующее окисление пролина.

.Материал и методика. Объектом исследования служили интактные дрожжевые 
клетки вида ЗассЬатотусев спи. Состав используемой питательной среды и способ 
культивирования опубликованы ранее [2, 3]. Биомассу дрожжей, находящихся в 
экспоненциальной фазе роста (18-часовая культура), ресуспендпровалн в свежей 
среде Ридер, содержащей в качестве источника азота либо одну нз нижеуказанных 
аминокислот, либо сульфат аммония 1мг/100 мл; дозы эквивалентны по азоту! 
(ХН4),5О4—235; пролин—410; аргинин—310; цитруллин—235; орнитин—273. глутами
новая кислота—525. Инкубацию в этой среде продолжали в течение 60 мин, после чего 
клетки отделяли от культуральной жидкости центрифугированием, дважды промыва
ли холодной водой, один раз—0,062 М калий-фосфатным буфером, pH 7,1. После 
последнего центрифугирования в одной партии определяли пролиноксидазную актив
ность, в другой—спнрторастворнмую фракцию аминокислот (аминокислотный пул). 
Пролиноксидазную активность определяли по убыли пролина реакционной смеси и 
выражали в микромолях на 100 мг абсолютно сухих дрожжей. Для получения спир- 
торастворнмой фракции к одной порции дрожжей (инокулята) приливали 95%-ный 
этиловый спирт (гидромодуль 30:1) и экстрагировали в пробирках с обратным холо
дильником в течение часа при 75—80°. Остывший экстракт центрифугировали и ис
пользовали для количественного определения аминокислот. Другую порцию дрожжей 
(постинкубированная культура) аналогичным образом экстрагировали после 60-минут
ного инкубирования с аминокислотами. Для количественного определения амино
кислот использовали метод распределительной бумажной хроматографии [8]. Про
лин проявляли отдельно 1%-ным раствором изатина в этиловом спирте [1], орни
тин—2%-ным раствором свежеприготовленного ванилина в н-пропнловом спирте [5^, 
цитруллин—раствором п-диметилбензальдегида в этиловом спирте [5].

В статье приводятся средние результаты трех-пяти повторностей.

Результаты и обсуждение. 1. Влияние аминокислотных добавок з 
питательную среду на синтез пролпноксидазы. Согласно литератур
ным данным, у ряда микроорганизмов синтез пролпноксидазы вызы
вается пролином и подавляется в присутствии аммония [7], что ха
рактерно и для многих других ферментов азотного катаболизма. Ес
ли для дрожжей рода ЗассИаготусев достоверно установлено, что 
синтез аргиназы и орнитинтрансаминазы—первых двух ферментов 
катаболизма аргинина—вызывается аргинином, орнитином и их ана
логами—а,у-диа.минобутиратом, лизином и гомоаргинином [6], то для 
синтеза дрожжевой пролпноксидазы такие индукторы не установле
ны. Принимая во внимание взаимосвязь обмена глутамата, аргинина, 
орнитина, цитруллина и пролина, мы выбрали в качестве возможных 
индукторов перечисленные аминокислоты и исследовали пролипокси- 
дазиую активность. Как видно из данных табл. 1, синтез пролннокси- 
дазы индуцируется пролином, орнитином, значительно слабее (в 10 
раз) глутаматом, аргинином и цитруллином. В присутствии попов ам
мония фермент не синтезируется, и, по нашим данным, даже очень 
низкие концентрации аммония способны оказать репрессирующее 
действие [4].

2. Влияние аминокислотных добавок в питательную среду на ами
нокислотный пул дрожжей

В табл. 2 представлены данные, выражающие па примере пяти 
аминокислот величину приращения внутриклеточных аминокислот в

854



Т ։ 5 л в в 1 I

Приращение амнеокнслот спяртораст&ьримьй фракция в лэспик,- бито - :֊ ■■
аминокислотах культуре Ьассй. т)п։. мкг ЛОО мт дрожж:-՛

грузен смутами :■>։•■>/։ слслоты «։ : чд.лиром<-:ма ахитм
ЛрЭЛА ֊։>֊.. *трШШ>ИМ.'.МЛаШ «-<4.5 ЯрМИ.-а’Ж* »• 3?

Источник а юта Прол я иск г и։.։-л Источник люта Проханове >■ ла ֊

<44,1,50. 0.16 Цитруллин 1.79
1 ау аииповаа к։։-- ՛ а 1.34 Орнитин 12.57
А-, ) л» Пролин 16.74

Т а «> .« и к 2

/ЧМИИОКИСЛОТЫ спирто- 
растворимой фракции

Источники ааота

хи; Про Арг Цитр Ори Гду

1 лугами ' язя кислота 173 31) ЗИ — — 356
Аргинин 240 30 477 — 21 —
Орин тип к) 23 — — 2 4 37
I Литру (ЛИИ — — 532 — —
Пролин 9 730 204 37 554 62

7/римечание: знаком ( — ) обозначено отсутствие приращения

иостиикубироваиной на аминокислотах культуре. Обращает на себя 
внимание высокий прирост глутамата (во всех вариантах, за исклю
чением вариантов с экзогенными цитруллином и орнитином), проли
на, орнитина и цитруллина.

Данные табл. 3 показывают более подробно изменения, происхо
дящие в аминокислотном составе дрожжей (инокулята) после 60-ми- 
чутного контакта с аминокислотами (псстинкубированная культура) 
Высокое содержание пролина (20% от суммарного аминокислотного 
состава) в варианте с экзогенным пролином и орнитином и найден
ная там же максимальная пролиноксидазная активность наводят на 
мысль о существовании прямой корреляции между особенностями об
мена клетки, обусловленными азотным питанием, и синтезом фер
ментов, прежде всего индуцированного происхождения (в данном 
случае пролинокендазы).

При постиикубиропаиин на аммонии аминокислотный состав не 
претерпевает существенных изменений и нс вносит в дрожжевую 
клетку дополнительных количеств той или иной аминокислоты. В 
варианте с пролином резко падает (по сравнению с инокулятом) ко
личество серина, несколько снижается количество валин-метионина, 
лейцина. Дополнительно синтезируются глицин, глутаматд-треопин. 
тирозин. При постинкубации с аргинином в количественном отноше
нии доминируют аргинин, пролин, глутамат, аспартат, глицин. В 
варианте с цитруллином обеднение аминокислотного состава отме-
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Примечание: 1—концентрация аминокислоты; 2—процент от суммы.

Хминокнслотныи состав спирторастворимой фракции дрожжей ЗассИаготусеа у!п1, мкг/ЮО мг дрожжей

Аминокис
лоты пула

Инокулят
цн+ Про

Инкубация иноку/

Арг

ята с аминокислота

Цитр

МИ

Ори Глу

1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

Цистин 
Орнитин 
ЛиЗ-{-ГИС 
Аргинин 
Аспартат 
Серин 
Цитруллин 
Глицин 
Глу -֊тре
Хланин 
’релин

ЗИН 
мет.

-.ей

450,0 
187,0 
113,0
480,0 
123,3
212,8

76,9 
355.5 
288,8
49.1 
75,0
93,3

109,1

26К

17,1
7,1
4,3

18,2
4,7
8,1

2,9
13,5
и,о
1,9
2,9
3.5
4,1

1,8

300,0
192,0
108,0
720,0
123,3
202,2

76,9
528,8
296,2
57,7
67,5
73,3
97,7

2843,

10,5
6,7
3,8

25,2
4,3
7,1

2,7
18,5
10,4
2,0
2,4
2,6
3,4

6

720,0 
210,0
150,0 
510,0
164,4
80,9

102,6 
666,6
242,2
779,5 
120,0
56,7 
68,2

387

18,7
5,5
3,9

13,3
4,3
2,1

2,7
17,3
6,3

20,2
3,1
1,5
1,8

1,1

390,0
110,0
43,0

957,0
460,3

85,1

128,2
666,6
279,5
253,3
82,5
60,0
70,9

358

10,9
3,1
1,2

26,8
12,9
2,4

3,6
18,7
7,8
7,1
2,3
1,7
2,0

6,4

270,0 
85.5 
94,5

225,0
82,2

212,8
532,0 
76(9

355,5
76,4
86,1
52,5 
50,0
68,2

221

11,9
3,8
4,1
9,9
3,6
9,4

23,5
3,4

15,6
3,4
3,8
2,з
2.2
3,0

>7,6

300,0
391,0
209,0
501,0

82,2
61,7

76,9
400,0
223,6
603,1

следы 
50,0
32,7

29.'

10,2
13,3
7,1

17,0
2,8
2,1-

2,6
13,6
7,6

20,5

1,7 
1,1

1,2

105,0
224,0
106,0
450,0
123,3
106,4

102,6
711,0
201,2
110,7
75,0
40,0
51,8

240

4,4
9,3
4,4

18,9
5,2
4,5

4,3
29,9
8,5
4,6
3,2
1.7
2,2

17,0



| чается за счет заметного снижения концентрации лизина-г гистидин з. 
I ргииииа. аланина, лейцина В то же время ори ороявке хроматограм м 

пецяфическим проявителем, выявляющим цитруллин в виде единст- 
| венного пятна, последний обнаруживается в обменном фонде исклю- 
1 читсльио и варианте с экзогенным цитруллином. Что касается накоп- 
I ления пролина в этом варианте, то его количество, хотя и возраста- 

■■ ст. но не намного ио сравнению с вариантами с пролином н орнитн- 
j ГОМ.

При иостинкубации на орнитине наибольшая доля от суммарно- 
I ю аминокислотного состава приходится на синтезированные орнитин 

и иролин. Эти аминокислоты, а также аргинин, глутамат и цистин 
I превалируют в фонде, в то время как остальные находятся в неболь

ших количествах. В варианте с глутаматом отмечается обеднение 
фонда за счет снижения количества цистина, серина, валин-метиони- 
на. лейцина. Концентрация иролина повышается незначительно.

Обобщая полученные результаты, можно заключить, что индук
ция пролнноксидазы дрожжей вида Sacch. vini вызывается пролином 
и орнитином Активность пролинокендазы предопределяется высоким 

: содержанием свободного внутриклеточного пролина, который в ye
s’ ловких описанных экспериментов был найден при культивировании 

дрожжевых клеток на пролине или орнитине.
Ереванский государственный университет,

кафедра биохимии и проблемная лаборатория
сравни гельвой и эволюционной биохимии Поступило 11 I 1981г.

UIJI'i,l)>^(lhi,bP|- irbSU.Pni.bh (>lill'U! b'l. "iPni.bbOOb'HJ.aU.Sh 
Ul'bP-bPJ! l»iniPIJ.IJVibPni'ir

L. II.. irin»l»ILC3in,. ir. IL. ‘Hbl.B-SIL։.

III illliiflimufipifbf / q f n i m m it fill m ft fl if fi fuifpfi m if fill m fl fl itih /. p fi' n p uf b u ml- 
it mh if f> y m if ui j p n i if mqninfi iffimlf m if p jn i p ft m q qb rj n i fl jn ibp fu J n p ui uh If m jfili 
ff ft ph h f! fl Uf p n f flllll fill fl If 111 If UI j/l'll m If III f> if n I P fluh II III if fill III p p n lb b p fl ifinfuuilimlfni֊ 

pjuib Ifiii'liqfi ifpun Pm u m mmif h f / rnqfiq If n n b f jm m fi if Ifuiuf Ifnimmlfifmd bbppffiu- 
ffib iq ft n f fib fi /> mh in If n i fl j mb h iq p n f fill o p u ft q m q m J fill m If m ft if n tP jmh iffi^lu

MI-TABOLIC POOL OF AMINO ACIDS AND PROLINE 
OXYDASE SYNTHESIS IN YEASTS

!■:. A MANTASII1AN, M A. DAVTIAN

The effect of amino acids of the glutamate acid series as a sole 
source of nitrogen In growth medium, on the activity of proline oxydase 
and amino acids pool composition of yeast cells has been studied, A 
direct correlation between the concentration of intracellular proline and 
the activity of oxydase has been revealed.

857



ЛИТЕРАТУРА

I. Бритиков Е. .4. Биологическая роль пролина. .'V, 1975. .
2. Манташян Э. .4. Межвузовск. сб. научн. тр. *Бно»огня», вып. I. НО. Ереван, 1֊79.
3. Манташян Э. .4. Биолог, ж. Армении. 32. 8. <՝97. 1919.
4. Манташян Э. .4. Биолог, ж. Армении, 37. 1, 46. 1984.
5. Хойе И. .4., Маиек К. Хроматография на бумаге. М.. 1962.
6. Dubois Е. Revue des fermentations et des industries alimenta-.res, >֊'. 6, 1X5.
7. Jayakumar A.. Singh H. and Prasad R. BBA. 55o, 144, 19 9.
8. Lissitzky S.. Laurent G. Bui!. Soc. biol., 37, 1177. 1955.

< Биолог. к. Армении?. т. 37. .V 10. JAM

УДК 577.472

ГИДРОФИЗИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА И ЧИСЛЕННОСТЬ 
ГЕТЕРОТРОФНЫХ БАКТЕРИЙ ПРИТОКОВ ОЗЕРА СЕВАН

Р. О. ОГАНЕСЯН. Г. С. ВАРДАНЯН, М. Г- ГЕЗАЛЯН.
А. А. КАРАПЕТЯН, В М. МУРАДЯН

Впервые исследованы удельная электропроводности вод притоков оз. Севан ч 
численность гетеротрофных бактерий в них. Приведены также данные о температуре 
воды и ее окисляемости. Установлены значительные различия в этих показателях 
между различными притоками и их участками.

Ключевые слова: притоки оз. Севан, удельная электропроводность, перманганат
ная и бихроматная окисляемости, гетеротрофные бактерии.

В связи с интенсификацией сельского .хозяйства, развитием про
мышленности и строительством рекреационных объектов в бассейне 
оз. Севан, а также снижением уровня озера примерно на 19 м, изме
нившим соотношение объема воды притоков Большого Севана и его 
нынешнего объема вдвое (объем Большого Севана уменьшился с 39 
до 21 км3, годовой приток по рекам составляет около 600 млн. м3, по 
Арпа-Севанскому водоводу—около 200 млн. м3), создались серьезные 
предпосылки усиления их эвтрофирующего действия па озеро. В све
те сказанного приобретает особое значение комплексное изучение 
притоков оз. Севан. Мы задались целью исследовать распределение 
численности гетеротрофных бактерий с определением температуры, 
удельной электропроводности и окисляемости вод па ряде участков 
некоторых основных притоков оз. Севан: рр. Масрик, Макенпс, Арпа 
и Гаварагет.

Материал и методика. Исследования проводились в мае—ноябре 1982 г. Пробы 
воды брали из четырех участков (станции С,—С4) р. Масрик, трех (С5—С7)—р. Ма
ксине, из приустьевых участков притока р. Арпа и р. Гаварагет. При выборе местопо
ложения станций исходили из того, чтобы они были наиболее показательными для ха
рактеристики антропогенного воздействия на водные массы.
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