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ния ауксинов
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НЕКОТОРЫЕ ТЕНДЕНЦИИ В РАЗВИТИИ СОВРЕМЕННЫХ 
МЕТОДОВ АНАЛИЗА АМИНОКИСЛОТ
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радианпонной биофизики

Аннотация—Рассмотрены основные методы, применяемые для анализа 
аминокислот. Приведена их сравнительная оценка, освещены энзимати­
ческие методы анализа. в частности, (ферментные анализаторы. На основа* 
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яии сравнения достоинств к недостатков ферментных анализаторов, работа­
ющих с использованием разных классов ферментов, сделан вывод о целе­
сообразности использования в подобных Системах оксида։ В качестве при­
мера описан разработанный авторами ферментный анализатор дли специ­
фического определения концентрации I.-лнзина.

Աևոտւսւյիւս — ‘էիտարկված են ներկայումս ամինաթ^ոմէհրի ւսնա/խշում կիրաու/սղ 
հիմնական մեթէւղներրէ Տրված Լ Նրանց Համ'եմատական րնութաղիրր. մանրամասն 
լուսարաՆվաձ են աէէւպիդի ֆԼ րմ ենտ ա յին մեթողեերր, մ ասՆավորասւես ֆերմեն- 
սււ՚յիև անւսւիղ՚ս՚սսրներր ։ Համեմ ատե/ով ֆերմենտնէրի տարրեր իւմրերի կիրաո- 
մտ'.է Հիման վրա ւսշխտտող ֆԼրմենտային անւպքպատրէրների աոավելո/1)յո։Նն1ւրր և 
թերոլք)շ;սնե1ւրր, եղրակաւյու(1յուն Լ արված Նման սիստեմներրոմ օրսիղսպների 
ոէքտաղորմմ ան նպատակաՀարմարւսթյան մասրնւ Որպես օրինակ նկարաղրվաէ Է 
հեղինակներէ կողմիղ մշւսկված Լ֊էիղի՚նի անաւիղատորրւ

Abstract - The basic methods for amino acid analysis applied nowadays 
are considered. The comparative appraisal of methods Is represenied. The 
enzymatic methods of analysis, particularly the enzyme analyzers are 
described hi detail. Comparing the merits and deficiencies of enzyme ana­
lyzers operating on the basts of enzymes of different classes a conclusion 
has been made about the expediency 01 the utilization of oxidases in 
such systems. As an example an enzyme analyzer designed by the authors 
for specific determination ot ձ-lysine concentration is described.

Ключевые слова: методы аналога. аминокислоты, ферментные анализаторы, окси- 
■дозы аминокислот.

Одной из актуальнейших проблем современной науки и технологии яв­
ляется проблема получения в больших количествах ряда аминокислот. 
Острота задачи определяется как огромным дефицитом белка, так и не­
обходимостью получения сбалансированной по аминокислотному соста­
ву пищи путем соответствующих добавок. Известно также, какую 
важную роль играют аминокислоты в сельском хозяйстве и медицине 
[1]. причем в медицинской практике требуются высокоочищеиные ами­
нокислоты, тогда как, например, в животноводстве это требование не 
$ ияется решающим.

На сегодняшний день применяются три основных способа получе­
ния аминокислот: микробиологический синтез, химический синтез ра­
цемической смеси аминокислот и гидролиз природных белков, прямое 
потребление в пищу которых по тем или иным причинам невозможно.

По всей вероятности, наиболее перспективным является микробио­
логический синтез, как наиболее дешевый, производительный и наиме­
нее трудоемкий [5].

Понятно, что каким бы ни был способ получения той пли иной ами­
не»! «слоты, одним из основных моментов на всех стадиях производства 
и применения является ее количественное определение. Развитие та­
ких методов в первую очередь актуально для микробиологического син­
теза. Этот способ производства нуждается в оперативном контроле, а 
также в высокой селективности опредеюння концентрации целевого 
продукта, поскольку культуральная жидкость представляет собой 
сложный, многокомпонентный раствор, содержащий наряду с сопут­
ствующими аминокислотами также и целый ряд органических сосди՝ 
нений.
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Все разнообразие существующих в настоящее время .методов оп­
ределения аминокислот может быть сведено к спектроскопии. хромато­
графии и их сочетаниям. Тем не менее эти методы нс всегда могуч од­
новременно удовлетворять целому ряду требований, предъявляемых 
современной наукой и технологией. Это вынуждает обращаться к по­
иску новых методов. В последнее время методический арсенал анали­
за пополнился рядом энзиматических методов, что открыло определен­
ные перспективы в анализе аминокислот. Достижения инженерной эн­
зимологии позволили реализовать достоинства энзиматических методов 
при решении аналитических задач [2. 3].

Чтобы яснее представить себе место каждого метода в анализе 
аминокислот, рассмотрим преимущества и недостатки этих методов в 
отдельности.

На первый взгляд наиболее доступным и несложным является 
спектрофотометрический метод анализа аминокислот по прямому по­
глощению в УФ-областн. Однако прямому определению поддается 
очень небольшое число их: фенилаланин, триптофан и тирозин. Кроме 
того, анализ возможен только в случае чистых растворов, содержащих 
соответствующие аминокислоты, что резко ограничивает области при­
менения метода.

Одним из распространенных методов определения аминокислот яв­
ляется нингидриновый [16. 24]. Однако поскольку нингидрин взаимо­
действует с любым первичным и вторичным амином, этот метод в луч­
шем случае может быть применен только для опенки количества ами­
нокислот в целом, ла и то при условии отсутствия других аминов. В 
тех же многочисленных случаях, когда требуется определение индиви­
дуальной аминокислоты, возникает необходимость либо предваритель­
ного разделения смеси, либо проведения специфических реакций, при­
водящих к образованию окрашенных продуктов, таких, например, как 
реакция Миллена на тирозин, Гоп кинса-Коле—на триптофан и т. д. [8]. 
Однако эти реакции ио обладают достаточной специфичностью для эф­
фективного использования их при анализе сложных многокомпонент­
ных смесей. Более приемлемым является предварительное разделение 
смеси аминокислот.

Одним из наиболее распространенных методов разделения янля.т- 
ся бумажная хроматография, позволяющая с удовлетворительной точ­
ностью определять практически все аминокислоты. Сочетание хрома­
тографических методов со специфическим окрашиванием позволяет 
добиваться повышения специфичности определения. Однако в ряде 
случаев это сопровождается снижением точности, как, например, при 
определении пролина Окрашивание хроматограммы изатином приво­
дит к образованию специфической окраски пролина, однако получен­
ное соединение плохо поддастся количественной экстракции. Метод 
бумажной хроматографии требует больших затрат времени (до 20 ч), 
довольно трудоемок, при этом большинство используемых реактивов 
является токсичным.

Уменьшения времени анализа можно добиться использованием ме­
тода электрофореза на бумаге. Следует отметить, что как при бумаж­
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ной хроматографии, так и при бумажном электрофорезе практически 
невозможно подобрать условия, при которых происходило бы эффек­
тивное разделение всех аминокислот одновременно Если же речь идет 
об определении индивидуальной аминокислоты, то эти методы доста­
точно результативны.

Практически свободным от перечисленных недостатков является 
метод газо жидкостной хроматографии (ГЖХ), при применении кото­
рого точность определения возрастает до 1 4%. позволяя проводить 
количественное определение индивидуальных аминокислот [8]. Метод 
ГЖХ широко применяется во многих исследовательских и заводских 
лабораториях. К его недостаткам следует отнести сложность и дорого­
визну аппаратуры, дополнительную обработку образцов, необходимость 
в квалифицированных кадрах.

Другим современным подходом ври анализе аминокислот являет­
ся ионообменная хроматография. Ряд фирм («ЛКБ» Швеция. «Хита­
чи» Япония и др.) выпускают аминокислотные анализаторы, работа ко­
торых основана на этом принципе. Использование аминокислотного 
анализатора позволяет с достаточной точностью (до 4%) и высокой 
чувствительностью анализировать смесь аминокислот за 1—2 ч, причем 
процесс является полностью автоматизированным. Некоторые модели 
позволяют без дополнительного вмешательства оператора анализиро­
вать несколько десятков проб подряд. Подготовка образцов сводится 
к освобождению от крупномолекулярных соединений в основном бел­
ков и пептидов). Широкому применению на практике аминокислотных 
анализаторов препятствует, кроме дороговизны, ряд сложностей, свя­
занных с эксплуатацией: необходимость применения высокоочнщенно- 
го азота, сложная гидравлическая схема и т. д. Кроме того, точность 
и воспроизводимость результатов существенно зависят от температу­
ры колонок. pH элюирующего буфера и скорости его протекания.

Все большую роль в современной аналитической практике начина­
ют приобретать энзиматические методы. В основном это связано с 
высокой специфичностью ферментов к определяемому субстрату (или 
классу субстратов), а также с преимуществами, связанными с «мягки­
ми» условиями проведения ферментативной реакции.

В литературе описан целый ряд методик для определения концен­
трации различных аминокислот с использованием ферментов. Эти ме­
тодики в конечном итоге сводятся к определению выделяющихся н/или 
поглощаемых в ходе ферментативной реакции веществ [10. 18].

Несмотря на то, что применение ферментов при анализе позволяет 
резко повысить специфичность определения и в ряде случаев про­
водить анализ в многокомпонентных растворах без предварительного 
разделения компонентов, сократить время проведения анализа, мно­
гие недостатки, присущие в той или иной мере вышеописанным мето­
дам. не удается устранить. Так, например, необходимость окрашива­
ния анализируемых веществ или их производных фактически нс исклю­
чается и в этом случае. Это сохраняет вероятность возникновения та­
ких же погрешностей, как, например, нсспсцифнческос окрашивание, 
которые свойственны спектрофотометрическим методам Кроме того, 
применению энзиматических методов препятствовали до последнего 
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времени высокая стоимость ферментов, нестабильность большинства из 
них в растворах, сложность их получения.

Фактически достоинства ферментативных методов чаще всего сво­
дятся на нет из-за недостатков в методах регистрации параметров ре­
акции. Для того, чтобы метод в целом не терял своих достоинств, необ­
ходимо иметь способы регистрации, нс уступающие по своей специфич­
ности самим энзиматическим реакциям. К числу таких методов реги­
страции можно отнести ионселектнвные и электрохимические.

Достижения инженерной энзимологии, получение сравнительно 
дешевых ферментов из бактериальных источников в сочетании с элек­
трохимическими или ионселективпыми методами привели к созданию 
различных конструкции аналитических систем, которые можно объели- 
нить под общим терминов «ферментные анализаторы». Появление та­
ких анализаторов позволило в значительной степени обойти многие 
сложности в энзиматических методах анализа.

Рассмотрим, что представляет собой ферментный анализатор. Это 
конструктивно объединенные в единое целое иммобилизованный фер­
мент и ионселектнвный или электрохимический датчик. Все раз­
нообразие конструкций ферментных анализаторов можно разделить на 
две большие группы: ферментные электроды, в которых иммобилизован­
ный фермент закрепляется непосредственно на поверхности датчика, и 
аналитические системы, в которых иммобилизованный фермент поме­
щается в реактор, на выходе которого устанавливается регистрирующий 
датчик.

Методы иммобилизации могут быть самыми различными: физиче­
скими, химическими и механическими. При иммобилизации увеличива­
ется стабильность, появляется возможность многократного использо­
вания фермента.

Начиная с семидесятых годов появилось большое число работ, по­
священных способам анализа аминокислот на основе иммобилизован­
ных ферментов. Существенный вклад в развитие подобных методов 
внес Гильбо с сотр.. предложив для определения ряда аминокислот ис­
пользовать соответственно оксидазу Э- или Ь-аминокислот [12, 13]. 
Ими было создано несколько модификаций ферментных электродов 
па основе этих оксидаз, при этом производилась детекция различных 
компонентов ферментативной реакции, например, кислорода, ионов 
аммония. Хотя в этих работах была показана принципиальная возмож­
ность определения аминокислот подобным способом, определение це­
левой аминокислоты в смеси практически невозможно, поскольку 
оксидаза О- или Ь-амниокнелот почт։։ с одинаковой эффективностью 
окисляет большинство аминокислот.

При решении задачи по определению индивидуальных аминокис­
лот следует проводить анализ ферментами, обладающими достаточно 
высокой селективностью к индивидуальным аминокислотам. Кроме то­
го. целесообразно использование таких ферментативных реакций, в хо­
де которых изменяются концентрации относительно легко деток тируе­
мых электрохимическими или нопселектнвными методами веществ. Та­
кими ферментами могут быть дезаминазы, декарбоксилазы, оксидазы 
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и оксигеназы соответствующих аминокислот. В принципе можно ис­
пользовать и другие ферменты, но это приводит к необходимости опо­
средованной регистрации продуктов реакции через ряд химических или. 
ферментативных процессов, что может снизить точность и достовер­
ность определения

Вслед за анализаторами на основе оксидаз □- и Ь-амииокислот бы­
ли созданы ферментные электроды на аспарагин, с использованием ас­
парагиназы [12], на глютамин, с использованием глютамвназы [13]г 
на тирозин, с использованием тирознндекарбоксилазы [14] и т, л. Для 
иллюстрации «опосредованного определениях* можно привести пример 
определения аргинина с помощью аргиназы, с дальнейшим разрушени­
ем образующейся в холе аргиназной реакции мочевины уреазой и де­
текцией ионов аммония с помощью аммоний-селективного электро- 
да (21].

Использование декарбоксилаз в таких системах предпочтительнее!' 
дезаминаз. Это связано с тем, что СО*-электрод обладает высокой 
селективностью, между тем как определению ионов аммония мешают 
ионы натрия, калия, водорода, от которых практически невозможно из­
бавиться, и необходимо предпринимать специальные меры для ухгень- 
шення их влияния на электрод. Так пли иначе, большее развитие на­
шли ферментные анализаторы на основе декарбоксилаз |9, 23]. Реги­
страция хода реакции при этом осуществляется СОз-электродом. Э.'йм 
достигается определенная «универсальность» системы при определе­
нии различных аминокислот, так как можно иметь ряд декарбоксилаз- 
и, нс меняя аппаратурного исполнения, проводить анализ различных 

мь иокислот.
С пашей точки зрения, более перспективным является способ оп­

ределения аминокислот, основанный на применении в ферментных ана­
лизаторах иммобилизованных оксидаз. Во-первых, этой группе фер­
ментов свойственна та же универсальность, что и декарбоксилазам я 
дезаминазам: все реакции можно регистрировать с помощью мембран­
ного кислородного электрода. Во-вторых, эта группа ферментов не ме­
нее многочисленна, нежели первые две. В-третьих, по своим эксплуа­
тационным характеристикам кислородный электрод, с пашей точки зре­
ния. превосходит как ССЬ-элсктрод, так и аммоний-селективный элек­
трод.

Ферментные анализаторы па основе оксидаз реализованы для мно­
гих метаболитов [3]. Однако для анализа аминокислот подобных си­
стем пока сшс немного.

Здесь прежде всего следует отмстит появившуюся в последнее де­
сятилетие тенденцию к поиску нов։ \ оксидаз, в том числе оксидаз ами­
нокислот [15, 20]. Нет оснований утверждать, что эта тенденция вы­
звана к жизни потребностями развивающегося энзиматического анали­
за, однако она оказалась весьма своевременной. Доказательством мо­
жет служить пример открытой в копие 70-х годов японскими исследо­
вателями Ь-лнзии-а-окспдазы [17] и последовавшего вслед за этим 
создания в кооперации с французскими исследователями ферментного* 
анализатора па I.-лизни [22].
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Конечно, методы анализа, основанные на иммобилизованных фер­
ментах. находятся на стадии становления. Однако уже сейчас можно 
оценить основные направления развития этих систем.

Вышеперечисленные недостатки аммонин-сёлективного электрода 
свидетельствуют о том, что он уступает СОг- и 02-электродам, и обра­
щаться к нему с целью создания ферментных анализаторов следует 
лишь в случае крайней необходимости. С другой стороны, несмотря на 
то, что концентрация диоксида углерода в растворах обычно мини­
мальна н на этом фоне его прирост легко зарегистрировать, сравнение 
СОз-электрода с кислородным выявляет ряд преимуществ последнего. 
Кислородный электрод прост в изготовлении и обращении, значитель­
но более долговечен, не требует при работе частой калибровки, обла­
дает большим быстродействием.

Следует добавить, что практически все декарбоксилазы для своего 
функционирования требуют наличия кофермента пиридоксальфосфата, 
который в холе ферментативной реакции утрачивается ферментом. В 
результате этого возникает необходимость периодического насыщения 
иммобилизованного фермента коферментом.

Что касается оксидаз, коферментом которых чаще всего являются 
ФЛД и ФАШ, то они свободны от этого недостатка, так как флавиновые 
коферменты не утрачиваются ферментом в ходе ферментативной реак­
ции.

Резюмируя все вышесказанное, можно считать, что актуальнейшая 
проблема анализа аминокислот на сегодняшний день окончательно нс 
решена. Это подтверждается появлением новых подходов, как, напри­
мер, предложенный недавно для этой цели метод капиллярного изота­
хофореза [19]. Необходимо признать отсутствие некой универсальной 
методики, способной в разумных пределах удовлетворить все существу­
ющие на сегодняшний день потребности в анализе одновременно. Воз­
можно, в этом и нет необходимости, поскольку каждая конкретная зада­
ча требует наиболее адекватного метода. Так, анализируя смесь ами- 
нокислог, целесообразнее использовать аминокислотный анализатор 
или ГЖХ, при определении же отдельных аминокислот в сложной мно­
гокомпонентной среде—ферментные анализа горы. Причем факты, при­
веденные при разборе достоинств и недостатков различных фермент­
ных анализаторов, дают основа ине считать наиболее перспективными 
анализаторы, основанные на применении оксидаз аминокислот.

Нами уже была разработана аналитическая система для опреде­
ления концентрации глюкозы в растворах ](>]. Па юм же принципе 
функционирует к другая система—для определения концентрации мо­
чевой кислоты, в которой использована уратокс.пдаза |7].

Опыт создания и эксплуатации таких снегом позволил нам но до­
стоинству оценить возможности, представляемые ферментными анали­
заторами. работа которых основана на использовании оксидаз. В на­
стоящее՛ время памп разработан на юм же принципе новый фермент­
ный анализатор для определения концентрации I.лизина в растворах. 
Диапазон определяемых концентраций—5>5 33 мМ (1—6 г/л' В 
табл. I приведены данные по селективности ферментного анализ.'։ти­
ра па к-лизни. В табл. 2 даны сравнительные результаты количест- 
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венного определения лизина непосредственно в культуральной жидко­
сти.
Таблица I. Селективность ферментного анализаюра на L-лизмн

Определяемая 
аминокислота

Велкчкна c։։i пала кислородного 
электрода, ՝а>

{.-Лизин
L-Орнитнн
L-Аргннвн
Ь-Р-.Фснил-Ь-алаинн
I.-ГИСЧНДИН 
L-Г дутамин 
L-Аспарагнн

100
1

<1

<1
<1

Т а б л и ц а 2. Сравнительные результаты количественного определения I.-лизина г
условиях промышленного производства

Объект ана­
лиза: Проб 1.1 
фермента­

ционных 
сред

Методы ана. нза

ферментативный, 
г/л

гжх, 
г,л

электро/рорез 
на бумаге, 

г/л

Проба 1 15.0 17.5 20.0
Проба 2 П-.5 18.2 22.5
Проба 3 16.0 17.0 23.7
Проба 4 >.0.5 22.4 22.8
Проба 5 В.О 14.3 21.7
1 [роба 6 26.0 2S.6 29.4
Проба 7 28.5 26.5 28.0
Проба 8 20.5 21.0 20.4
Проба 9 12.8 12.0 15.2

Данные получены а условиях Обольского Бнохнмзавода (Бел. ССР). Ангоры бла­
годарят сотрудников ЦЗЛ и сектора ОТП НИТИ А под руководством Л. М Босенко за- 
с1՝дсйсгннс при проведении работ.

Как видно из приведенных данных, ферментный анализатор можс.։ 
быть с успехом применен при промышленном производстве !_-лизина.
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ВЕГЕТАТИВНОЕ РАЗМНОЖЕНИЕ ХВОЙНЫХ

| В. Г. МИШНЕВ', Н. А. АРУТЮНЯН

Институт ботаники АН Армянской ССР, Ереван

Аннотация — Установлено, что основными определяющими факторами при 
укоренении являются возраст и размер черенка Высокой укореняемостью 
отличаются черенки длиной 10—15 см, взятые с 3—4-летних побегов.

IHininillj)|1 UI — ^սւԱԱէւսէհված Լ. որ սւրմատակայմսէն հիմնական որոշիչ գործոնները 
Համարվում ԼՆ կտրոնի իւոշորությ/ոնր է. հա U ակր' որրան մեծ / ըստ հասակի և 
խոշոր Լ կարոնր, այնքան շուտ և յավ I տրմտաակաւում էւ քիշ ։1ամաէ....կ է 
Հանքվում արմատակայամ րույօի աճերման համար/

Արմ ատակա/մ ան վրա նվազագույն աղգեոաթյոէն Լն Ունենամ կտրոնների 
տնկման մամկԼտր ե մայրական րայսի հասակրւ

Abstract —The main factors of root formation of grafts are the age and 
the size: the older and bigger are the grafts, the sooner and belter takes 
place the root formation, little time is demanded to grow the rooted 
plants. The period of plantation of the grafts and the age of the mother­
hood plant have less influence on the root formation.

Ключевые слова: хвойные породы, вегетативное размножение.

Опыты но черенкованию хвойных проводи.1!пси с 1980 года. Цель иссле­
дований состояла в разработке технологии укоренения хвойных древес­
но-кустарниковых пород. В этой связи изучалось влияние на корнеоб- 
разованйе срока посадки, возраста и размера черенков, возраста мате­
ринского дерева.

Материал и методика. Исследования по черепковому размножению волн в орзн- 
■ ерее Кнровзканского ботанического сада объектом служили хвойные в основном из 
. мейстла кипарисовых,

С целью установления оптимального срока черенкования опыт։ ставили осенью 
(койец ноября—начало декабря) и весной (конец апреля начало мп:։). Черенки бра­
ли с 1—4-летннх побегов длиной 5—10, 10—15 л 15—20 см. Укоре • мость их в за-
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