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Научно-исследовательский технологическим иислиут аминокислот. Ереван

Аннотация Предлагаются прост։.* критерии выявлении активности штам- 
мов-проду центов биоло։ячеек:։ активных mmeern и идентификации шт.чм- 
мов-продуаситов. Критерии были применены к трем шгаммам-продуцен- 
там L-пролкна.
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Abstract —Simple criteria for revealing activity of strains producing 
biologically active substances and identifying of producing strains are 
offered. The criteria have been applied io three I. —proline producing 
strains.

Ключевые слова: микроорганизмы. активность •мчаммов-прсдуцентов. идентифика
ция ш т аммов-продццен тов.

Одним из основных критериев, предъявляемых микробиологической про
мышленностью к штаммам-продуцентам аминокислот, является высокая 
активность в возможно более широком диапазоне изменения условий 
ферментации. Среди мутантов Brevtbacleriutn jlazmui, дефектных по син
тезу различных аминокислот, наибольшую активность синтеза L-проли 
на проявляют ауксотрофы file՜) [5]. N мутантов ile՜ на выход 1.—иро
лина существенное влияние оказывает концентрация изолейипна (ile ), 
добавленного в питательную среду.

Для вас практический интерес представляло выявление наиболее 
(продуктивного штамма-продуцента L-пролина из мутантов Li. flauum - 
АР-111, АР-112 и АР-ИЗ, полученных в НИТИА.
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Исследовали синтез перечисленных штакмов-продуценгов к-пролина к 7'2 часу 
после начала культивирования я зависимости or концентрации ։1е. введенною п пита
тельную среду, содержащую 11%- или 15%-ную концентрации сахарозы. Конце։։гра
цию ile в экспериментах варвйровалн от 0 до 300 мкг/мл (0. 50, 100. 125, 150. 17՜. 
200, 250, 300) для 11%-цой к от 50 до 250 мкг/мл (50. 100. 150. 200. 250) для 15%- 
кой концентрации сахарозы в питательной среде, разработанной и НИТИА

Процесс выявления перспективных штаммов-продуцентов и их иден
тификации затрудняется тем, что от эксперимента к эксперименту труд
но с высокой точностью сохранять постоянство параметров культиви
рования, исходной концентрации посевного материала, его физиологи 
веского состояния, распределения клеток по возрасту [4], а также коп 
центраций и состояние компонентов среды и т. д. В данном исследова
нии предлагаются простые критерии количественной оценки активно
сти штаммов-продуцентов биологически активных веществ (БАВ), а 
также критерии их идентификации. В предлагаемые критерии количе
ственной оценки штаммов мы вводили не фиксированные параметры, а 
интервалы изменения их значений, т. е. некоторые интегральные харак
теристики.

С каждым штаммом-продуцентом были поставлены 1 *ксперку.е։пз, i каждый »՛. 
них ставился в 3 4 повторностях Оптическую плотниеи. (ОП) определяли на ФЭК'՜1» 
ИМ. Во всех экспериментах концентрации к-пролина |г/л) и 051 от копнен грации са
харозы и tie в среде была неустойчивой

Интегральная активность штаммов-продуцентов L-пролина к их 
интегральная ОН определяются соотношением:

mi + ։ >ПгН , | П(։ J։ .

р< , S 2 (----- Ё Р'"Л։՝ )• (>>
' I,—1 «, -։\ u«t ։, i-i /

где ij я i2- параметры, характеризующие соответственно фиксирован
ные значения концентрации сахарозы и ile в питательной среде, а 
m.-Н—число исходных концентраций сахарозы (г—1) и tie (г—2) в пи
тательной среде. Р։ . (]) концентрация L-пролина или значение 
ОП в j-ом эксперименте при i։. i2, т. е. при фиксированных уровнях са
харозы и ile соответственно. ni։ {j количество экспериментов, про
веденных при i; и i2. Ио соотношению (I) вычислены к приведены в 
табл. I средние значения интегральных активностей и ОП штаммов-про
дуцентов L-пролина в зависимости от различных интервалов концен
трации ile. Например, значение 134, 227 в табл. I соответствует сумме 
значений концентрации L-пролина в интервале 100 250 .мкг/мл при 
11%-ной концентрации сахарозы в питательной среде для штамма 
ЛР-111, а 1.843 -интегральное значение ОП, также вычисленное по со
отношению (I).

По приведенным интегральным критериям можно выбрать наибо
лее 'перспективные штаммы и количественно оценить их преимущество. 
Результаты сравнительного анализа штаммов-продуцентов L-пролина 
приведены в табл. 2, из которой видно, что при 11%-ной концентрации 
сахарозы в питательной среде для всех рассмотренных интервалов 
значений концентраций ile синтез L-пролина штаммом АР-112 па 5.52 - 
16,36% выше синтеза Ь-яролина штаммом ХР-111, при этом ОН
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Таблица I. Усредненные интегральные активности штаммов-продуцентов I.-иролина 
к интегральные значения ОП я зависимости от интервалов концентраций нзолейцнна

, Интегральная ^ктниность 
Интегральная ОП

концентраций 
нзолейцнна, 

мкг/мл

Концентрация 
сахарозы 

в среде, %

»
Штам мы

АП—П-1 АР-112. АР-113

11
147.459 155.58$ 146.294
1.882 1.209 1.116

504-200

15
159 452 200.310 175.420

1.339 1.028!
•

0.864

11
134.227 156.180 160.646
1.843 1.301 1.161

100 <250

15
162.000
1.4Й

227.788 211.342
1.122 1.159

И
119.627 138.279 127.680
I . -102 0.945 0.951

1004-200
137,319 182.763 159.611

1 074 0.833 0.777

II
158.509 173.400 179.200
2.323 1.565- 1.628

50-250

15
181.743 245 080 237.080

1.687 1.317 1.246

штамма АР-112 на 29,41—35,76% меньше ОП штамма АР-111. 11а 
Среде, содержащей 15%-ную сахарозу, преимущество штамма АР-112 
по сравнению со штаммом АР-111 увеличивается. В этом случае син
тез Ь-пролина повышается от 25,624 до 40,083%, а ОН при этом умень
шается на 21,05—23,26%. Штамм АР-113 также имеет преимущество 
перед штаммом АР-11) как при 11%-нсй, так н при:15%-иой концентра
ции сахарозы в среде. Очевидно также некоторое преимущество штам
ма АР-112 перед АР-113 при обеих концентрациях сахарозы. В табл. 2 
знак минус при 18,49 означает, что интегральная ОП штамма АР-113 
на среде с 15%-нон концентрацией сахарозы меньше на 18.49%. чем у 
АР-111 в интервале 100 250 мкг/мл, при одновременном превышении 
на 36,119% интегральной активности пролинового штамма АР-113 по 
сравнению с АР-111. Из табл. 3 видно, что все рассмотренные штаммы- 
продуценты в среде с 15%-ной концентрацией сахарозы более интенсив
но синтезируют Ь-иролин при одновременном уменьшении ОН ио срав
нению с 011 этих же штаммов, выращенных на питательной среде с 
11%-ной концентрацией сахарозы. В табл. 4 данное преимущество бо
лее очевидно. Так, удельная активность пролина на единицу ОП для 
всех штаммов увеличивается минимум на 50%.
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Таблица 2. Сравнение усредненном интегральной активности штаммов-продуцентов /.-пролина и усредненной интегральной ОП в зависимости от 
концентрации нзолейцнна. % ______ _ _______________ _______ ____

Интервалы концентраций изолейця- 
на, .мкг.-мл 50֊-200 100-г-250 100֊-200 50-֊250

Концентрация сахарозы 
и среде, % II 15 II 15 11 15 И 15

Штамм АР 112
5 52 25.62 16.36 40.08 15.59 33.09 9.45 32.66

-35.76 -23.26 -29 41 21.05 -32 .62 —22.47 -32 63 —21.89

Штамм АР-113 -0.79 10.04 19 .68 36.12 6.73 16.24 13.09 28.33
-40.70 ֊35.47 ֊20.56 -18.49 —32.19 —27.64 —29,92 —26.13

(за 100% принимаются данные по штамму АР-111)

Штамм АР-112 6.35 14 Г- 2.78 2.92 8.30 14.51 -3.32 3.37
ь.зз 18.90 -11.13 -3.13 -0.63 7.14 -2.67 5.74

(за 100% принимаются данные пи штамму АР 1:3}



Таблица 3. Усредненные интегральные активное™ штаммов-продуценгов /.-пролина 
н интегральные значения ОП для сред с 15- н 11 %-ной концентрацией сахарозы. %

Интер нал ы концент
раций пзолейцина, 

мкг/мл

Штаммы

АР-111 АР- 112 АР-113

504-200
8.13 28.74 19.91

-28.82 14.97 -22.40

ioo-:-25O
21.14 45.85 37.78

-22.86 —13.72 -20.85

1004-200
14.80 32.17 25.01

—23.39 11.85 —18.24

504-250
16.55 41.26 32.26

-27.39 -15.82 -23.46

(За 100 % принимаются данные по штаммам-продуцентам, выращенным на средйХг 
содержащих 11%-ную концентрацию сахарозы).

7 а блица 4. Удельная активность штаммов-продуцентов Л-пролнна из единицу ОН 
в средах с 15- и 11%-нон концентрацией сахарозы.

Интервалы концент
раций нзолейцннз, АР—III АР—112 АР-113

мкг/мл

504-200 1.1.92% 151.41% 154.79%
1004 250 157.05% 169.0-1% 174.07%
100֊֊200 149.84% 149,93% 152.91%

504-250 160.52% 167.81% 172.80%

(За 100% принимается удельная активность штаммов-продуцентов, выращенных 
на средах, содержащих 11%-ную концентрацию сахарозы).

Таким образом, обилие сахарозы в некотором смысле «подавляет» 
рост культуры штаммов-продуцентов при одновременном усилении про
цесса синтеза пролипа клетками. Данная взаимосвязь, по-виднмому, 
имеет глубокий смысл, так как при сравнении штаммов АР-111, АР-112 
и АР-113 видно, что при 15%-ной концентрации сахаразы в зависимо
сти от Не штамм АР-111, характеризующийся наиболее интенсивным 
ростом, имеет наименьшую продуктивность, а штаммы АР-112 и АР-113 
с менее интенсивным ростом биомассы, в зависимости от Нс, имеют бо
лее высокую активность пролина (рис, 1 а, б).

Для общего случая интегральных оценок штаммов-продуцентов 
БАВ и произвольного числа параметров соотношение (1) примет вид:

Р I. I I. К
ije»l 1

mR- l + l

(2)

Данное соотношение можно использовать для определения интеграл։, 
пых характеристик любого параметра штаммов-продуцентов БАВ на 
фоне изменения остальных параметров в известных пределах Данг1 с. 
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полученные при помощи соотношения (2), можно также использовать 
для экономической оценки процесса синтеза различными штаммами 
при различных режимах.

Рис. I. Усредненная зависимость концентрации Е-пролииа (а) и ОН (б) 
от концентрации нзолейцннэ при 15%-кой концентрации сахарозы в пита
тельной среде с границами 95%-ных доверительных интервалов для раз

личных пггаммон.

Соотношение (2) можно модифицировать введением в него вероят
ностных характеристик, что позволит оценить степень правдоподобия 
результатов, полученных при помощи этого соотношения

Для микробиологии и микробиологической промышленности иден
тификация штаммов-продуцентов БАВ имеет существенное значение. В 
настоящее время используются различные биохимические признаки, от
ражающие состав и специфику клеток [1]. Делаются также попытки 
проводить таксономические исследования микробных культур с по
мощью ПК-спектроскопии [2, 3].

Мы предлагаем более простую методику идентификации штаммов- 
продуцентов, апробированную на штаммах АР 111, АР-112 и АР-113, 
по минимальному числу параметров культуры: Oil. активности L-нро- 
лина, концентрации изолейцина и сахарозы, внесенных в питательную 
среду. Для оценки близости (сродства) штаммов предлагается соотно
шение:
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1л.в = 2-Ё 1/ 2(аы-Ь(3) 
т 1-1 и 1-1

։де 31,1 и Ь1, ।—значения i-.ro параметра, снимаемых с }-ой точки 
условно дискретизированных процессов» соответственно для штаммов 
А и В. Ясно, что чем меньше 1Л и , тем больше сродство между штам
мами. В данном случае дискретизация производилась по изолейцину.

А для трехмерного случая, г. е. для идентификации штаммов АР-111 
АР-112 и АР-113 по ОП. активности Ь-пролина и Не при 11- и 15%-ной 
концентрациях сахарозы в питательной среде использовалось соотноше
ние:

1ар-։и,ар-ш“ д X У (Зь } — Ь|, ։)2, (4)

где а1>։ л значения 011 соответственно для штаммов АР-112 и 
АР-113 в рой точке кривой; а21 и Ь2>։ -концентрации Не в питательной 
среде; а3 и Ьа^—концентрации Ь-и рол ина. При трехмерном случае 
величина 1ар-н2, ар-из равна усредненному расстоянию между со 
отиетствующвми точками двух кривых исследуемых штаммов-проду
центов. Графическое представление в трехмерном 'Пространстве благо
даря наглядности позволяет выявлять те специфические характеристи
ки штаммов-продуцентов, которые нс могут быть обнаружены при нс- 
пользовании соотношений (3) или (4). Например, случай, когда усред
ненная удаленность точек кривых двух штаммов-продуцентов относи
тельно третьей равна, а пространственное расположение этих кривых 
может принципиально отличаться. На рис. 2 а, б видно, что кривая 
штамма АР-ИЗ по пространственному расположению принципиально 
отличается от соответствующих кривых штаммов АР-111 и АР-112. 
Сходство между приведенными кривыми штаммов АР-111 и АР-112 от
ражает их относительную физиологическую близость, так как АР-111 и 
АР-112 получены из одного и того же штамма путем одиночных мута
ций» а АР-113 был получен из АР-112 путем дополнительной мутации. 
Следовательно, для выявления степени сродства штаммов-продуцентов 
необходимо не только учитывать минимальные значения величины 
։аг-ш,ар-112, но и «подобие» кривых (рис. 2, а, б).

Таким образом, в дальнейшем целесообразно изучить вопрос о ста
бильности пространственного расположения кривых с целью определе
ния вида штаммов по их пространственным характеристикам Если с 
культуры клеток снимались п параметров, то для выявления специфи
ческих трехмерных характеристик необходимо построить С£ трехмер
ных кривых, где С„ —число сочетаний из п по 3, а затем нз них ото
брать наиболее информативные для данного штамма, Если требуется 
провести исследования по идентификации неизвестного штамма-проду
цента В с известным «эталонным» штаммом А. то прежде всего следует 
снять с исследуемой культуры В параметры, являющиеся информатив
ными для «эталонной» культуры А. Затем следует определить 1Л в и 
при малом значении его сравнить также и пространственное располо- 
жение информативных кривых. И только после установления подобия
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кривых штаммов А и В можно сделать вывод о идентичности штам- 
мов-продуцептов А и В.

изолейиун нкг/нл

Рис. 2 6. Зависимость концентрации Ь-цролина от ОП и концентрации изо- 
леицина в трехмерном пространстве для II (а) и 15%-ной колцеитраинп 

сахарозы в среде для различных штаммов
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В заключение отметим, чго предлагаемые критерии количественной 
оценки активности штаммов-продуцентов биологически активных ве
ществ и идентификация этих штаммов просты и могут быт», применены 
как в исследовательской практике, так и в промышленности.
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РАСТВОРИМОСТЬ НУКЛЕОЗИДОВ В РАСТВОРАХ 
ДНК-СВЯЗЫВАЮЩИХ БЕЛКОВ ПЛАЗМАТИЧЕСКОЙ 

МЕМБРАНЫ ПЕЧЕНИ КРЫСЫ

А. Г. ГАБРИЕЛЯН. А / АРАКЕЛЯН. Н. А. ГУКАСЯН. Р. А. ЗАКАРЯН

Институт экспери ментальной биологии АН Армянской ССР. Ереван

Аннотация -Изучалась растворимость нуклеозидов при наличии и отсут
ствии в растворах ДНК-саязываюшнх белков плазматической мембраны 
печени крысы. Особое внимание уделено белковой фракции, вызывающей 
значительное увеличение термостабнльностн и изменение формы дифферен
циальных кривых плавления ДНК. Величины свободной энергии переноса 
гуанозина, аденозина, шгтндннз в белковые растворы нз безбелковых не

превышают ±200 - . Перенос тимидина оказался термодинамически не

выгодным. Как значения свободной энергии, так и большое различие и 
энтальпиях и отрицательные величины энтропий переноса свидетельству
ют о важной роли гидрофобных взаимодействий н о специфичности дей
ствия белка на нуклеозидыԱէոտացիօ. _ Ո,ս„յնտաիր,(աէ աաԱԱ,
‘սւտկ"ւթրոնն1էք<Ր Դհ^-ի հետ կապվազ սպիտակուցների Ներկա/ութրսմր ե Հս>^սւ- 
կար^թ^մր, Սպիտակա^եերր անքատէ եե աիիՆտյիե րրամատօցրաֆիաքի եդտ- 
Նաէէո>1 տոննաների էյարցք, պրագմատիկ մեմրրաններիք, Նռկ^ագիղեերի տեղա-

փ»խյ.^Ն ւՈրմացինտյիկ֊կտՆ պարամետրերի մIմաէթր.նների րննարկռմր րերո,մ
կ աքՆ ե4րակտքՈ,թր^, աք ապիտակաէքի և միքե ա,եի

Տար/ւկք նո<կ11,»1ւխ}ներ1, Հրս, ագգեքիա ապք-տակւցր հանցէս Է /.երաւմ ^պ!,֊
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