
него из среды в клетку, наблюдается реальная величина амплитуды ги- 
иерполярнзацни—большая по сравнению с контролем (рис. 2).

Таким образом, ионы калия поступают в клетки В. flauiim по гра­
диенту электрического поля, но при этом ЛТФ. возможно, является ре­
гулятором этого переноса. Причем регуляция может быть как аллосте­
рической, так и происходящей за счет фосфорилирования какого-то бел­
ка Tfk системы, как это детально обсуждается Стьюартом н др. [10].
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БИОСИНТЕЗ լ-ПРОЛИНА ИЗОЛ ЕЙЦИНЗАВИСИМЫМИ 
МУТАНТАМИ НЦЕУ1ВАСТЕНШМ Ւ՝Լձ\ՀՍ№ НА ПИТАТЕЛЬНЫХ

СРЕДАХ. СОДЕРЖАЩИХ МЕЛАССУ

Э. М. АКОПЯН. Б 11 КАРЛ БЕКОВ. В. Е. АКСЕНОВСКАЯ.
А. А.БУЛУТЯН. А. Г. МУРАДИН, Ф. И ТХРУНИ

Научно-исследовательский технологический институт аминокислот. Ереван

Аннотация—Изучена возможность осуществления биосинтеза 1-пролиня 
изолейиинзавиенмымн мутантами В. յ՚օւ՚ս/ո на питательных средах, содер­
жащих в качестве источника сахара свекловичную и тростниковую мелас­
сы Установлено, что свекловичная меласса обладает выраженной ингн- 
бнрующен активностью в отношении биосинтеза этой аминокислоты, в то 
время как тростниковая. наоборот, стимулирует этот процесс. Эффект от 
применения этих видов меласс зависит «>։ их содержания з питательной 
среде. Определены условия практического применения этих видов сырья 
для получения 1-пролина.

։1Г.пи։т<|]ии — յյ,(ւ<«/.;>Հա«» Հ է-սյրսյինք։ բ ի пи [։Ն(1 հ ղր խյ Г о1Ь(1С! С Г 1ւէՈ) քէճէ!Ա1Ո
1պ"(եյցք,նք։ց կախված մոլտանտՆ1ր[։ կողմից սնուցող միջավայրս։։’' որպես չարարի 
и,И,Р’Ч> ^քտաղսրծեյով ճակնղեղի և շարարեղեղի մերսսսաներ: Հաստատված է, որ 
այղ ամրնաթթվի րիոսինթեղի Նկատմամբ ձակնղեղի մԼ/ասսան օմտված է արտա-
■.ա)տ/>չ •սրղ1.1ակ"'ւ հատկությամբ, ա/Ն ղես/բում, Լրր շարքարնղԼգքւ մե/ասսան. 
րնղԿակաոԱ/կն, օմտված Լ խթանող հատկությամբ: Այղ երկո: տեււակի մեյասսաների 
..ղաաղործմ ան (ֆեկտբ կախված Հ սնուցող միջավայրում նրանց սյսւրունակութ/ան 
մսւկարղակիցւ էէրսշված !.Ն տյղ երկու սւեսակի ՀումրԼրի ղործնական կիրաոմ տն 
•ղայմաներր {-պրուինք. ստացման համար։
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Abstract — he biosynthesis of -proline by isoleucine auxotrophic mo­
unts of tfrevih ict'rtm Jlavum on nutrient media, containing beet molas­
ses and reed-mo'asses a. .1 source 0։ sugar was studied. The beet-molas­
ses inhibited the biosynthesis of L-proHne, while the reed-molasses $11- 
inulated the biosynthesis 01 this amino add. These effects depended on 
the level of two types of molasses In medium. Conditions of practical 
using of two types 01 molasses were determined . >r the production 01 
I-proline.

Ключевые слова: мутанте՛ Rreuihacierlum fluvum иволейцикзависимые, мела՝са» 
дипсин тез пролина.

Биосинтез I-иродина ауксотрофнымн по нзолейцнну штаммами lirevi- 
bacterium flavum успешно осуществляется на синтетических питатель­
ных средах, содержащих источники углерода и азота, минеральные со­
ли, витамины п ростовые факторы» многие из которых имеют пищевое 
.-наценке или являются дефинитными и дорогостоящими [1 5]. Име­
ются данные о применении для биосинтеза ’-продина технических нс 
■ очников сахара, таких как тростниковая меласса [6, 12]. Однако дан 
пых о применении свекловичной мелассы для биосинтеза пролина мы 
пе нашли. Этот вид мелассы является основным сырьем для получе­
ния 1-лизнна в СССР. В связи с этим представляло интерес выясне­
ние возможности применения се для получения а минские ют. в часи-о- 
сти. 1-пролина.

Материал к методики. В работе в качестве продуцента 1-пролина исяолзовали 
изолейиннзэвиепмый :угак1 III. который, кроме луксозрофкастн по нзолейцнну, об­
ладает резистентностью к днгндропролнну п природно нуждается для роста в тиамине 
и биотине. Ферментацию проводили и колбах Эрлекмснера емкостью 750 мл на 1..1- 
чалм- (п- 200 об/мпн), бьем ферментационной среды в колбах составлял 15 мл. а 
рация п«> сульфитному числу 2,8 г.О^/л.чаг Посевной материал выращивали в те- 
ченпс 1С -20 ч и вносн.։и а ферментационную среду а количестве 0.8 1 мл Процесс 
биосинтеза осуществляли ?. течение 72 ч В качестве посевной среды использовали 
синтетическую среду следующего состава: глюкоза 3%, (\НЦ)„8(>,— 3%. <4^0։- 
7П2О -1%.'КН2РО4 0.1%', Ре5О4-7Н2О 0,001%. Мп 50,-4Н.>О 0.001%. 1-изолей 

инн—250 мкг/м:։. биотин—450 мкг/л, тиамин—5<Х> мкг,л, (pH 7.1-7 8) При нссле 
ковании возможности использования комплексных видон сырья применяли носевну/а 
чреду следующего состава (’>): меласса свекловичная—6% (3е,, по сахару), гидро­
лизат БВК (гБВК)—2% (аминный азот 0.02—0,025%).

В качестве ферментационной среды использовали синтетическую среду следующего 
состава: глюкоза—11%, (ХНр^ЗО^ 5.5%. М£$О4.7Н2О—1%, НеЗО.. 7Н->О— 
0.001%, 5\п8Од./։1!2<.։ -0.001 ,. КН„РО4 0.1%. биотин 450 МлГ.'.з, . намин -500 мкг/.ч 
1-изолейцин 150 мкг/мл. СаСО$ 5% [13, II].

В качестве технических источников сахара использовали тростниковую и свекло­
вичную мелассы. При компановке мелассных питательных сред последними а составе 
синтетической среды замешали только глюкозу. Остальные компоненты среды иснол . 
«шали в гех Же концентрациях, что и в синтетической ферментационной среде.

В качестве технического источника нзолейцина применяли гидролизат БВК, кото­
рый готовили следующим образом: 10%-ную суспензию БВК в 4 к П2$О4 автоклави­
ровали при 125° в течение 2.5 3.0 часов. Перед добавлением в среду гБВК нейтрали­
зовал;: водным раствором аммиака до pH 7.1—7,3 В питательную сроду гидролиза 
ЬВК вносили вместе с сульфитом амм՛ ння. образующимся в результате реакции ней­
трализации [Ю|.
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Пролин в культуральной жидкости определяли методом хроматографии на бумаге, 
используя систему и-бутзнол.'ледяная уксусная кислота: вода в соотпошенин 4:1:1.

О количестве биомассы судили по величине оптической плотности клеточной сус­
пензии (ФЭК-56 М. кювета 5 мм, длина волны 510 нм) с последующим пересчетом на 
<.чой вес по стандартной кривой. Количество жизнеспособных клеток определяли ме­
тодом титрования клеточной суспензии на пластинках мясо-ислтомного агара в чашках 
Петри.

Углеводы определяли методом Бертрана [И]: аминокислотный состав мелассы и 
гБВК на аминокислотном анализаторе ЛАЛ-339 (ЧССР).

Результаты и обсуждение. Изучение роста мутанта на указанных 
посевных средах показало, что на синтетической он растет со средней 
удельной скоростью (и. ) 0,37 час՜’ при среднем времени удвоения 
(1(1) 1,87 ч, что позволяет ему за 24 ч культивирования при практиче­
ски полной утилизации сахара пройти 12.6 генераций (п). Период 
адаптации мутанта к среде (лаг-фаза Ед не превышает 6 ч (табл. 1).
Таблица 1. 
средах

Динамика роста мутанта 111 на синтетической и мелассной посевных

№№ 
проб ч вы

ра
- |

Н
И

Я
. Ч 

' 1

Биомасса X (титр 
клеток и 1 мл)

Удельная ско­
рость роста

Их. Ч՜1

Время 
удвоения 

ед, ч

Количество 
генераций, 

п

Вр
ем

 
ш

ин
а

глюкоза меласса глюкоза мелас­
са

глю­
коза

мелас­
са

Глю- мслас- 
коза са

1 
2
3 
4
5 
6
7
8
9

10 
11
12
13

0
2
4
6
8

10
12
14
16
18
20
22
24

4.7 >10* 
5.5X10* 
6.9 x10е 
1.8x10’ 
8.4/. 10'
6.2x10» 
5.5 -.10»

1.25X10“ 
2.0хЮ“ 
2.6 <10“ 
2.9x10“ 
3.0 10“ 
3.1 10“

2.11 10* 
2.54 10*
9.0 ХЮ* 
5.24x1 О’
2.55ХЮ» 
3.23 10*
7.81; 10«
6.43X109
2.51 > 10“ 
3.25x10“ 
.5.71X10“ 
4.12x10“ 
4.14 10“

0.096
0.095 
0.48
0.77
0.99
1.09
0.41
0.23
0.13
0.055 
0.017 
0.016

0.09
0.64
0.88
0.81
0.11
0.45
1.05
0.68
0.12
0.07
0.05
0.002

7.4
7.4
1.46
0.90 
0.70 
0.64 
1.77
2.98
5.26

12.5
41.7
41.7

8.0
1.08
0.80
0.88
6.25
1.56
0.66 
1.025 
5.7
9.5

13.3
346.5

0.27 0.25
0.27 1.84
1.37 2.51
2.2 2.28
2.86 0.32
3.12 1.28
1.18 3.02
0.67 1.95
0.38 0.35
0.16 0.21
0.05 0.15
0.05 0.006

Средние 
ли роста

ноказате- 
за 24 ч 0.37 0.41 1.87 1.7 12 6 14 2

При применении в качестве посевной среды мелассы и гБВК вдвое 
сокращается лаг-фаза ), несколько увеличиваются н в другие фи­
зиологические параметры роста мутанта (1г1 в п). Однако обращает 
на себя внимание диаукенческий характер динамики роста мутанта на 
мелассной среде (табл. 11. свидетельствующий о содержании в мелас­
се другого, кроме сахарозы, ис։очлпкз углерода в виде оргаинчс .кнх 
кислот (испытанные нами партии свекловичной мелассы содержали до 
20 г/л молочной кислоты).

Таким образом, из основании полученных результатов можно счи­
тать- что свекловичная меласса и гБВК н примененных концентрациях 
хорошо обеспечивают ростовые потребности изолейципзависимсно му- 
тзнта III В. //дуат—продуцента пролина.

Для выбора оптимального количества мелассы, обссиечиваюшд ; 
наибольший выход пролина у мутанта, : .иокозу в синтетической фермсн- 

215



тационной среде частично или полностью замешали свекловичной или 
тростниковой мелассой с таким расчетом, чтобы конечное содержание 
сахара было на уровне 11%. На рис. I приведены данные, характери­
зующие выход биомассы, пролина и удельную продуктивность у мутанга

Рис I Выход бмомлсси (.о. 1-пролию (б) и удельная продуктнпиость (и) 
мутанта III п .апкспмогтн от концентрации i> среде свекловичной (#->) 
и тростннкопои (О — О) меласс. По «н абсцисс: в числителе процент си- 

жара (глюкозы) и среде, н знаменателе процент мелассы п среде

в зависимости си концентрации мелассы в среде. Видно, что выход 
биомассы при разных концентрациях мелассы в ферментационной среде 
но сравнению с таково»՜։ на синтетической среде (11% глюкозы) не пре­
терпевает существенных изменений. При применении свекловичной ме­
лассы биосинтез I-пролина резко ингибируется н при полной замене са­
хара на мелассу—0/22—он практически не имеет места Напротив, при­
менение тростниковой мелассы приводит к усилению биосинтеза (-про­
лина н к соответствующему увеличению удельной продуктивности му- 
•. знта, а при полной замене сахара в среде на тростниковую мелассу— 
( 22—уровень биосинтеза ( пролина остается такой же. как на синтети­
ческой среде — 11 0.
Поскольку в литературе явление ингибирования биосинтеза 1-пролин.! 
свекловичной мелассой, а также механизмы этого явления не обсужда­
лись. мы сочли интересным выяснить его причины.

В связи с тем. что свекловичная и тростниковая мелассы отличают­
ся друг от друга по аминокислотному составу (табл. 2). было естест­
венно именно в аминокислотной фракции искать причину ннгибирова- 
!кр процесса биосинтеза 1-пролнна свекловичной мелассой Для это- 
и- .векловичную мелассу подвергали обработке на ионообменных смо­
ла Были получены дне партии обработанной мелассы: одна, обрабо­
танная катионитом (КУ 2ХВ). не содержала аминокислот, другая, обра­
ботанная анионитом (АВ-17), содержала все аминокислоты, ирису г- 
сг֊г. >!цис в исходной мелассе Эти парши мелассы включали и состав 
синтетической среды взамен! сахара (глюкозы) в двух вариантах: с ис­
ключением из состава среды соле»’։ и витаминов (^микродобавки^) п без 
изменения остального компонентного состава среды. В качестве кон­
тре использовали синтетическую ферментационную среду. Получсп-
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1 блица 2. Химический состав свекловичной и тростниковой меласс 2
Свекловичная Т рос гниковая 

меласса мелассаНаименование показателем

pH 6.0-6.4 5.5-5.8
Общий сахар, вес.% 51.0—51.8 54-60
Прямой сахар, всс.% 2.6-5.б 20-28
Зола, вес. % 7.3 —8.4 5-9
Сухие вещества, вес. % 72.9—74.5 70-40
Общий калий, нес. % 3.1-3.6 2-3
Общий фосфор, мг % 42 6-44,7 150—180
Кальций, мг % 645 -792 500—180

АМИНОКиСЛОТЬ!. М1 51.

Гистидин 0-40
Аргинин — ЛИЗИН 12-4) -4
Аспарагин 12-36 4 6
Треонин 1Ь-34 —
Серни 49-Кб —
Глутамин 14.3-475 —
Иролин 20-8? —
Глицин 14 80 —
Алании 37-89 5-10
Валин 11-93
Метионин 2-30 —
Изолсйцнн ~ лейцин 50-208 —
7нрозип П-51 —
Фенилаланин 0-100 —
Триптофан 4-5 —

Витамины, мкг, ।
1 намин 1.3 8.3
Биотин 0.053 12.0
Рибофлавин 0.41 2.51
Никотиновая кислота 51.0 21.0
Пантотеновая кислота 1.3 21.4
Фолиевая кислота 2.1 0.038
1 !нрл.токсин 5.4 6.5

кые данные подтверждают предположение о том, что ингибирующая 
активность свекловичной мелассы связана с ее аминокислотной фрак­
цией и, ио-видимому, с нзолейнином, поскольку именно эта аминокисло­
та у изолейнинзависимых мутантов-продуцентов ’-нррлина является 
регулятором биосинтеза. И, действительно, исключив из состава син­
тетической среды изолейцин при применении свекловичной ме.чссы, мы 
убедились, что ингибирующий эффект ее на биосинтез 1-пролина значи­
тельно снижается, а отсутствие в среде этой аминокислоты компенси­
руется изолейцином мелассы. На рис. 2 для сравнения приведены дан­
ные о биосинтезе 1-иролина мутантом III из синтетической фермента­
ционной среде в зависимости от концентрации Ь изоле»։ ци на в среде. 
Видно, что высокий выход 1-пролина достигается тогда, когда в синте­
тической среде лишь 4—5% сахара (из 11%) заменяется свекловичной 
мелассой (8 10%). Полная замена сахара мелассой, по-впдимому. при­
водит к некоторому избытку 1-изолейнина в среде, о чем свидетельству­
ет схожесть профилей кривых зависимости выхода пролина от конне'н- 
Трации 1-изолейинна в синтетической среде и от концентрации меласс.։. 
Полученные данные свидетельствуют о том, что количество нзолейнина, 
вносимое в среду в составе свекловичной мелассы, вполне удовлетворя­
ет потребностям мутанта для успев;:: го осуществления бпоенп:с-:а 
иролина.
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Таким образом, эксперименты со свекловичной мелассой в качестве 
источника углерода показали возможность ее использования для полу 
чения I-пролина При этом было установлено, что концентрация ее в 
питательной среде не должна превышать 10% (5% по сахару). Дефи­
цит сахара в среде в этом случае должен быть возмещен внесением чи­
стой глюкозы (или пищевого сахарного песка).

Рнс. 2. Биосинтез 1-нро.шна из среде бе։ изолейцнна, содержащей раз­
личные концентрации свекловичной мелассы 9) н из синтетической 
среде с рахянчными концентрациями Ьнзилейцинз ( — ). По оси абс­

цисс и числителе процент глюкозы » среде, а знаменателе процент ме­
лассы в среде.

Рис 3. Влияние витаминов на биосинтез пролина мутантом III

На основании результатов проведенных исследовании была выяв­
лена возможность и установлены условии применения названных видов 
меласс для получения ։ иролина микробиологическим синтезом, по вон- 
рос о причинах стимулирования синтеза этого продукта при применении 
более низких концентраций тростниковой мелассы оставался невыяс­
ненным.

Сравнивая химический состав тростниковой и свекловичной меласс 
(табл. 2), можно убедиться, что первый значительно богаче некоторыми 
витаминами. Для выяснения возможной роли этих витаминов была про­
ведена серия экспериментов с использованием среды с витаминами 
(рнс. 3).

Полученные данные позволяют сделать вывод, что стимулирующий 
эффект тростниковой мелассы на биосинтез 1-пролнна, по-нпднмому. в 
б.. :.шой степени зависит от содержания в ней витаминов, в частности, 
рн 'офлавина. стимулирующая роль которого в концентрации 30 мкг.'л 
особенно выражена.
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ВЛИЯНИЕ п-ХЛОРМЕРКУРИБЕНЗОАТА НА Լ-Л ИЗИ Н-2-МОНО- 
ОКСИГЕНАЗУ ИЗ PSEUDOMONAS Sp.

Г Э. ХАЧАТРЯН, т Р КАЗАРЯН. А. Л. СИМОНЯН 

Ереванский физический институт ГКИАЭ СССР

.Аннотация Изучено влияние п-х.юрмеркурибенэозта на активность Լ-лн- 
зин'2*моиоокснгсна:)Ы и.» двух штаммов рола Pseudomonas. Показана 
трансформация окенгеназпеш активности фермента в оксидазную

Անոտացիա — ՕւսումՆսւսք-րվոէ է պ. րւորմԼրկուրիրեՆգոատ^ սպդ եյ ութ յունր 
Pseudomonas էյերյյ. երկո ;տա,!ՆԼրր Սքի<է1’1,~' ■ մոնոո^Ւհննւսզր-յյթ ակս-. [էՎոլթ ,ահ 
‘1Гш։ Տոպց է տրված ֆնրմՕ/տթ оրսիցենա^աւյ>և ակտթվո,թյան վերափոխումն 
ոքէքէթղազայիՆխ

Abstract — The Influence ol p-chloromercurybenzoatc on L-lysm-2-mono­
oxygenase activity from t.vo strains ol Pseadum mas species is investiga­
ted. The transformation of o.vy^ena>e activity ol enzyme into an oxidase 
one is shown.

Ключевые слона I.- \и тн-З моч юши.-еназа. трансформация, П‘хлормеркурибениоат, 
Psendoiwnas чр

Химическая модификация фуикциоиальных групи молекул ферментов 
часто сопровождается изменением их каталитических свойств. Извсст 
но. что при некоторых патологических состояниях, например, вследствие 
облучения [2], происходя г качественные изменения активности фермой 
тов. т. е. трансформация Изыскание способов избирательного блоки­
рования таких изменений в принципе может быть использован։। 1ля со- 
Здания новых лечебных средств Кроме того, сопоставление свойств 
природных и трансформированных ферментов может быть интересным 
Для решения фундаментальных проблем биокатализз fl].
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