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ПРОБЛЕМЫ микробиологической борьбы с 
вредителями сельскохозяйственных растений

Э. к. АФРИКЯН

Обобщены литературные и собственные данные в области разработки микробиоло­
гических средств борьбы с вредоносными насекомыми, грызунами, а также применения 
антибиотиков и микробов-антагойистов в растениеводстве. Рассматриваются перспек­
тивы актуальных научных исследований в этих областях.

Проблема получения микробиологических средств защиты сель­
скохозяйственных растении охватывает разработку широкого круга 
вопросов по изучению и применению микроорганизмов и продуктов 
их жизнедеятельности для борьбы с фитопатогенными микробами, сор­
няками, вредоносными насекомыми и грызунами. Микро-биология до­
стигла немалых успехов в отмеченных областях, в нашей и ряде дру­
гих стран налажено промышленное производство различных микробных 
препаратов для борьбы с вредителями сельскохозяйственных растений.

Советские ученые имеют большие заслуги в разработке многих 
разделов проблемы микробиологических средств защиты растений. 
Принципы использования антибиотиков и микробов-антагонистов были 
разработаны Н. А. Красильниковым [12, 13], а наша страна явилась 
пионером во многих областях этой науки. Успехи советских ученых 
объясняются прежде всего тем, что явление микробного антагонизма, 
вся проблема антибиотиков и возможности практического их примене­
ния изучались в общебиологическом разрезе, в тесной связи с исследо­
ванием в целом природы взаимоотношений микроорганизмов с высшими 
растениями.

В рассматриваемой области наметились два основных направления 
работ. Одно из них, развивающееся со времени зарождения почвенной 
микробиологии, посвящено изучению и использованию микробов-анта­
гонистов и явления микробного антагонизма. Другое, сравнительно но­
вое направление, относится к области использования антибиотиков.

В табл. 1 схематически представлены основные области примене­
ния антибиотиков в растениеводстве. Необходимо подчеркнуть, что 
при изыскании антибиотиков для использования в растениеводстве, на­
ряду с изучением противоинфекционного действия, особое внимание 
уделяется выявлению характера их влияния на рост и развитие расте­
ний. В ряде случаев перспективными являются именно те препараты, 
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которые проявляют выраженное стимулирующее действие, С дру1ой 
стороны, многие активные против различных фитопатогенов антибиоти­
ки обладают фитотоксическим действием, ограничивающим их приме­
нение в растениеводстве.

Одной из слабо изученных областей использования антибиотиков в 
растениеводстве является их применение в качестве мутагенных аген­
тов. Известно, что они широко и успешно используются в этих целях в 
микробиологии, и имеются определенные предпосылки для перспектив­
ности подобных исследований в растениеводстве.

Таблица 1 
Применение антибиотиков и растениеводстве

Изыскание эффективных антибиотиков 
а. по антимикробному спектру, 
б. по стимуляции роста и повышению продуктивности растений.

Предпосевная обработка Обработка антибиотиками Использование антибиоти-
антибиотиками семян растений в процессе веге- ков в селекционно-генети-

тации ческих цел-х

В борьбе с болезнями растений применяются антибиотики различ­
ного происхождения, состава и спектра действия [4, 21, 23]. Как пра­
вило, предпочтение оказывается антибиотикам, не применяемым в ме­
дицине. В вашей стране впервые использованы антибиотики раститель­
ного происхождения—ареиария и имании (В).

Применение антибиотиков для обработки семян является наиболее 
экономичным и эффективным способом борьбы с внутренней, передаю­
щейся с семенами инфекцией. Так, еще в ранних работах было показа­
но, что обработка семян хлопчатника в растворах ряда антибиотиков 
позволяет практически ликвидировать развитие гоммоза [14].

Антибиотики не снижают всхожести семян; в отличие от химичес­
ких фунгицидов они проникают в ткани семян и не повреждают заро­
дыш. Важно отметить, что после кратковременного погружения семян 
в раствор антибиотика последний проникает в их ткани, сохраняясь в 
них в течение длительного времени. В наших опытах было показано, 
что в зародыше и оболочке семян овощных культур многие антибиоти­
ки сохраняют свою активность в течение 1—2-х и более лет, не оказы­
вая неблагоприятного влияния на их всхожесть [4, 5]. В этой связи 
надо полагать, что антибиотики могут найти практическое применение 
для предотвращения поражаемости фитопатогенами семян при их хра­
нении. Данная область представляет большой практический интерес, 
но, к сожалению, она пока слабо изучена.

В настоящее время в нашей и ряде других стран организовано про­
изводство специальных антибиотиков для растениеводства. Накоплен 
большой материал об успешном использовании ряда отечественных ан­
тибиотиков (фитобактериомицин, трихотецин, полпомицин, гризеофуль- 
вин и др.) в борьбе со многими грибными, бактериальными, а в некото­
рых случаях, и вирусными болезнями растений. Особенно большой 
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размах получило производство и применение антибиотиков в растение­
водстве в Японии, где они выпускаются ежегодно на десятки млн. дол­
ларов. Использование касугамецина и бластицидина против ппрнку- 
ляроза риса, полиоксина против фузариоза риса является в этой стране 
пока единственным эффективным средством борьбы с этими опасными 
болезнями растений.

Широко используются антибиотики для предупреждения и лечения 
растений, причем большинство их оказывает стимулирующее действие 
на развитие растений и их урожайность. Перспективно применение 
антибиотиков в виде обработки рассады овощных и технических куль­
тур при пикировке и переносе рассады в грунт. В наших опытах было 
показано, что подобная обработка является эффективным способом для 
повышения урожайности овощных культур, в частности увеличения со­
держания сухих веществ в плодах томата [5]. Важной, к сожалению, 
очень слабо изученной областью применения антибиотиков в растение­
водстве является использование их для длительного сохранения плодов 
и овощей. В свое время было показано, что увлажнение раствором не­
которых антибиотиков плодов цитрусовых предотвращает развитие у 
них бактериального некроза [15]. Перспективы использования анти­
биотиков для борьбы с инфекционными поражениями и порчей 'плодов 
и овощей сулят большие экономические выгоды, и на эту область работ 
необходимо обратить особое внимание.

Важнейшей задачей микробиологов в предстоящие годы является 
получение новых эффективных антибиотиков, специально предназна­
ченных для использования в растениеводстве, причем особое внимание 
должно быть уделено организации производства дешевых препаратов, 
обладающих, наряду с противоинфекционным действием, и стимулирую­
щим влиянием на рост и развитие растений. Вопросы стоимости анти­
биотиков. применяемых в растениеводстве, являются одним из главных 
факторов их конкурентоспособности с химическими веществами, и этот 
вопрос заслуживает первостепенного внимания. Широкое внедрение в 
сельское хозяйство Японии антибиотиков в борьбе с болезнями расте­
ний, нередко применяемых с полевой водой, объясняется прежде всего 
дешевизной препаратов. Целесообразно вести направленный поиск ан­
тибиотиков. предназначенных для обработки семян, рассады и расте­
ний, а также для хранения плодов и овощей. При этом необходимо 
иметь в виду необходимость рекомендации для целей консервирования 
и предотвращения порчи продуктов антибиотиков, обладающих непро­
должительной стабильностью или разрушающихся при высокой темпе­
ратуре. Предстоит выполнить большой объем исследований по токси­
кологии рекомендуемых для использования в растениеводстве антибио­
тиков и продуктов их распада.

Следует подчеркнуть, что успехи в области использования антибио­
тиков в медицине в значительной мере затмили их применение в других 
областях, в частности в сельском хозяйстве В известной мере подобное 
положение продолжается и в настоящее время, что никоим образом не 
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может быть оправдано, поскольку практическое применение антибиоти­
ков в иемедицинскнх целях имеет большие перспективы. Нет сомнения, 
что среди огромного числа выделенных и изученных антибиотиков мож­
но выбрать препараты, которые могут оказаться эффективными сред­
ствами для борьбы с фитопатогенными микроорганизмами или в качест­
ве ростовых веществ. Немало известных антибиотиков, не используе­
мых в медицине, могут найти практическое применение как гербициды, 
инсектициды, а в ряде случаев и в качестве биоцидов—для предотвра­
щения микробных обрастаний и повреждений материалов.

Все изложенное говорит о необходимости организации широкого 
комплекса исследовательских работ по изучению и применению анти­
биотиков в пемедиципских целях. Учреждения, .занимающиеся изыска­
нием новых антибиотиков для медицины, должны представлять непри­
годные для терапевтического применения препараты специалистам 
сельского хозяйства для дальнейшего изучения их в качестве микробио­
логических средств защиты растений.

Изучение и применение явления микробного антагонизма имеет 
огромное значение не только для растениеводства, но и ряда других об­
ластей науки - -эпидемиологии, физиологии питания и иммунитета рас­
тений и т. д. Установление закономерностей регулирования численно­
сти микробов-антагонистов в почве лежит в основе процессов оздоров­
ления и самоочищения почвы от фитопатогенных и других нежелатель­
ных форм микроорганизмов. Уже в 30-х годах в нашей стране прово­
дились широкие и успешные испытания метода предпосевной бактери­
зации семян различными культурами бактерий-антагонистов для борь­
бы с фузариозом пшеницы [22] и льна [9]. В последующем многие 
советские ученые показали высокую эффективность различных агротех­
нических и других методов, ведущих к накоплению антагонистов в поч­
ве, для борьбы со многими фитопатогенными микроорганизмами [17].

Особенно важным в данной области, на наш взгляд, явились про­
веденные в Средней Азии работы по борьбе с вертициллиозным вилтом 
хлопчатника [23]. Наряду с искусственным внесением в почву микро­
бов-антагонистов, культивирование некоторых растений, как, например, 
люцерны приводит к избирательному накоплению антагонистов к вер- 
тициллиуму и резкому снижению пораженности им хлопчатника. В этой 
связи использование сидератов как удобрений, оздоровляющих почву, 
становится эффективным средством в борьбе с некоторыми фитопато­
генными микроорганизмами.

Помимо бактеризации семян, микробы-антагонисты могут вносить­
ся в почву непосредственно в форме различных землеудобрительных 
препаратов и компонентов. В этом плане открываются широкие воз­
можности обогащения почвы полезной микрофлорой и органоминераль­
ными удобрениями.

Не вызывает сомнений, что благотворное действие микробов-анта­
гонистов не может определяться лишь их противоинфекционным эффек­
том по отношению к фитопатогенам. Как правило, при этом отмеча­
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ется и прямое стимулирующее действие микробов-антагонистов на рост 
и развитие растений. С другой стороны, становится все более очевид­
ным, что в механизме действия ряда землеудобрительных бактериаль­
ных препаратов большую роль играет их антагонистическое влияние 
на фитопатогенные микроорганизмы. В этом отношении исключитель­
но важным как в научном, так и в практическом отношении явились ра­
боты Мишустина с сотрудниками [16], установивших выраженное ан­
тагонистическое действие азотобактера на фитопатогенные грибы. Пе­
ред микробиологами встает заманчивая перспектива создания ком­
плексных землеудобрительных микробных препаратов, содержащих 
азотфиксирующие бактерии и микробы-антагонисты.

Известна выдающаяся роль советских микробиологов в разработ­
ке наиболее актуальных разделов проблемы взаимодействия микроор­
ганизмов и высших растений, в создании и развитии учения о ризосфере 
растений и закономерностей экологии почвенных микроорганизмов. Ис­
следования в этих направлениях, к сожалению, проводятся в недос­
таточном объеме и требуют всемерного усиления. Микробиологам 
предстоит выяснить специфику избирательного влияния растений и дру­
гих агротехнических условий на развитие разнообразных форм микро­
организмов с целью регулирования динамикой полезных нам видов, в 
том числе антагонистов, обеспечивающих оздоровление почв от фито- 
патогенов. Многие из упомянутых выше вопросов в свое время были 
рассмотрены на Первой Всесоюзной конференции по изучению и приме 
нению антибиотиков в растениеводстве, состоящейся в Егревапе в 1953 
году [21]. В резолюции этой конференции были приняты развернутые 
и достаточно конкретные решения по обеспечению всемерного развития 
в нашей стране исследований в области широкого применения антибио­
тиков, микробных метаболитов и микробов-антагонистов в растениевод­
стве и быстрейшего внедрения полученных результатов в сельское хо­
зяйство.

Важной областью микробиологической защиты растений является 
борьба с грызунами. Используемые в настоящее время ядохимикаты, 
как фосфид цинка, мышьяковистые и другие соединения, представляют 
большую опасность как источник возможных отравлений человека и 
животных.

В настоящее время в нашей и ряде других стран широко применя­
ется микробиологический метод борьбы с грызунами [11, 20], основан­
ный на искусственном заражении через пищевую приманку болезне­
творными бактериями тифа грызунов вызывающими среди них эпизо­
отии. Из всех микроорганизмов в практике дератизации наиболее широ­
кое применение получили бактерии тифа грызунов, относящихся к груп­
пе Salmonella enteritidis var, issatchenko и var. prochorovi № 5170— в 
СССР и бактерии Данича во Франции. Эти бактерии, по сравнению с 
другими, обладают более широким, хотя и избирательным, спектром 
патогенного действия к различным грызунам.

Самым восприимчивым к бактериям тифа среди грызунов оказа­
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лись мыши, полевки, хомячки, невосприимчивыми—полевая и желто- 
горлая мыши, дагестанский и закавказский хомяки. В настоящее вре­
мя у нас прошли государственные испытания две формы препарата бак­
тороденцида черновая и ампнокостпая. Зерновой бактороденцид про­
изводится на .зерне .злаковых и применяется бе.з приманочных продук­
тов. Аминокостный препарат готовится методом глубинного выращи­
вания бактерий на жидких средах с последующей сепарацией и смеши­
ванием с костными опилками, после чего к нему перед применением до­
бавляется приманочный продукт (дерть, распаренное зерно или крупа, 
хлебная крошка и др.)

Зерновой бактороденцид, являющийся наиболее распространенным 
и эффективным в технико-экономическом отношении препаратом, вы­
рабатывается путем наращивания бактерий тифа грызунов на зерне, 
причем существующая технология является весьма трудоемкой и слож­
ной. Весь процесс длится 3-е суток и включает ряд водо-, энерго- и теп­
лоемких операций, практически исключающих возможности упрощения 
технологии и снижения себестоимости продукции.

В результате проведенных в нашем институте совместно с сотруд­
никами Института защиты растений МСХ АрмССР и Абовянским за­
водом биохимпрепаратов работ была значительно усовершенствована 
технология производства зернового бактороденцида [7]. В целях ин­
тенсификации процессов замочки и пелетирования зерна стадия подра­
щивания бактерий па .зерне заменена методом заражения с примене­
нием вакуум-перепада в определенном режиме обработки зернового ма­
териала суспензией культуры бактерий тифа грызунов. Кратковремен­
ность подобного процесса заражения зерна позволяет использовать для 
его стерилизации сухой жар, а в дальнейшем обеспечить сушку готовой 
продукции в более сжатые сроки. С учетом продолжительности отдель­
ных стадий усовершенствованной технологии на базе Абовянского за­
вода биохимпрепаратов был осуществлен монтаж оборудования, обес­
печивающего непрерывность производственного цикла. Сравнительная 
характеристика продолжительности разработанного способа с сущест­
вующим представлена в табл. 2.

По новой технологической схеме в 1975 г. было выработано около 
50т опытной партии зернового бактороденцида и установлена его эф­
фективность в полевых условиях Апаранского района Армении.

Организация широкого промышленного производства бактороден­
цида и его внедрение в практику сельского хозяйства затрудняются по 
ряду причин. В первую очередь, это определяется фаголизисом, в ряде 
случаев срывающем производство. Важным является создание стабиль­
ных форм препарата, сохраняющих свою вирулентность в течение про­
должительного времени. В этом отношении перспективны исследова­
ния по разработке инкапсулированных форм зернового бактороденци­
да, обладающих по сравнению с существующими более длительной ви­
рулентностью. Следует отметить, что инкапсулированные препараты 
зернового бактороденцида имеют и то преимущество, что они позволяют 
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препятствовать диссеминации бактерий, которые будучи представителя­
ми рода салмонелл не могут считаться абсолютно безопасными для 
окружающей среды. В этой связи необходимо в ближайшее время со­
гласовать и решить санитарно-эпидемиологические вопросы производ­
ства и применения препаратов бактороденщида.

Успехи микробиологии послужили основой создания новой отрасли 
промышленности по выработке микробных инсектицидов, применение 
которых является важным звеном в системе биологической и интегриро­
ванной борьбы с вредителями растений. По темпам развития и техни­
ко-экономической эффективности производство микробных инсектици­
дов является одной из важных и перспективных отраслей микробиоло­
гической промышленности.

Сравнительная характеристика основных циклов производства 
зернового бактороденцпда

Таблица 2

Цикл производства
Продолжительность цикла, час.

по существующей 
технологии

по усовершенствован­
ной технологии

Подготовка посевного материала 18 18
Рабочая ферментация 18 18

Всего на ферментацию 36 36
Промывка и замачивание зерна 18 —
Стерилизация и сушка зерна 4 1.0
Заражение зерна бактериями 24 1
Перегрузка зерна 1.5 0,5
Сушка зерна 6 1

Всего на подготовку, заражение 
зерна н сушку препарата 53.5 3,5

В настоящее время основу промышленности микробиологичес­
ких средств борьбы с вредоносными насекомыми составляет про­
изводство бактериальных инсектицидных препаратов из культур Вас. 
։1шг1п§1еп515, с использованием которых в нашей стране вырабатыва­
ются энтобактерин, дендробациллин, пнсектин, БИП алестин, Все эти 
препараты активны к чешуекрылым и успешно применяются в широких 
масштабах. В сравнительно малом количестве вырабатываются из 
культур указанного вида препараты (битокснбациллин, токсобактерин), 
содержащие, наряду с эндотоксином, и термостабильный экзотоксин. 
Подобные препараты оказались эффективными в борьбе против особо 
опасных вредителей, в частности колорадского жука. Вопросы изыс­
кания и применения инсектицидных препаратов на основе использова­
ния культур Вас. Птиг1П£*леп5;5 широко освещены в нашей литературе 
[1, 3, 6]; мы рассмотрим лишь актуальные вопросы развития этой 
отрасли.

Безусловно, на данном этапе весьма важным является проблема 
фаголизиса, решение которой требует комплексного подхода, включаю 
щего глубокое изучение биологии организма и условий его выращива- 
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пия, равно как технологию производства препаратов и аппаратурное 
оформление процесса. Нот необходимости доказывать, что проблема 
так называемого «спонтанного фага» является наиболее злободневной. 
Имеющийся фактический материал позволяет сделать заключение о 
наличии больших различий в развитии этого явления как у отдельных 
разновидностей, так и внутри их в понимании штаммовой вариабельно­
сти. Напрашивается закономерный вывод о необходимости планомерной 
смены культур в процессе производства и острой потребности в созда­
нии коллекции производственных штаммов, не подверженных перекрест­
ному фагошизису. На некоторых предприятиях с применением по­
добного подхода удалось достичь стабильной выработки бактериальных 
инсектицидов.

Снижение себестоимости производства бактериальных инсектици­
дов из культур Вас. 1Ниг|’п(?!епя1’я -одна из главных задач по обеспече­
нию конкурентоспособности этих препаратов с химическими средства­
ми и перспектив развития данной отрасли в целом.

Можно считать установленным факт отсутствия коррелятивной 
связи между количеством кристалловидных токсинов и их энтомоцид- 
ной активностью. Это указывает па возможность путем селекции вы­
соковирулентных штаммов обеспечить при одном и том же титре спор 
и кристаллов значительное повышение инсектицидного действия. Так, 
с внедрением в США штамма 11Д-1 удалось фактически повысить вы­
ход инсектицидной активности препарата с одного и того же объема 
ферментации более чем в 100 раз. В этой связи необходимо особо под­
черкнуть, что подобного снижения себестоимости препарата нельзя до­
стигнуть, если стандартизация его выпуска и дозировка применения 
осуществляются по титру и валовому содержанию спор и кристаллов. 
Из сказанного следует, что давно надо перейти к исключительно биоло­
гической системе стандартизации препаратов с применением общепри­
нятых международных тест-организмов либо их аналогов.

По-видимому, активность кристалловидных токсинов подчиняется 
общей закономерности, установленной по отношению ко многим другим 
протоксинам микробного происхождения. Поэтому вполне обоснован­
ными являются исследования по выяснению условий и механизма акти­
вирования инсектицидной активности кристалловидных токсинов. 
Всестороннее изучение этого вопроса позволит решить очень важную 
задачу, имеющую большую практическую перспективу.

Группа спорообразующих бактерий—возбудителей так называемых 
молочных болезней является весьма перспективной основой для созда­
ния новых бактериальных инсектицидов против особо вредоносных ви­
дов насекомых, в борьбе с которыми практически нет эффективных 
средств защиты. К сожалению, несмотря на все попытки разработать 
методы, обеспечивающие споруляцию этих бактерий на искусственных 
питательных средах, в данном направлении ощутимых успехов не дос­
тигнуто. Тем не менее эта группа бапилл должна находиться в центре 
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внимания микробиологов, и фронт исследований их в предстоящей пя­
тилетке должен быть резко расширен.

Особого внимания заслуживает вид Вас. зрИаеНсиз, культуры ко­
торого, как известно, обладают москитоцпдным действием. Большой 
практический интерес к этому виду, вызванный сообщением американ­
цев о выделении активного штамма ББ 11-1, значительно спал из-за не­
возможности регулировать процесс биосинтеза инсектицидного токсина. 
Однако на последнем Международном микробиологическом конгрессе 
группа авторов [24] сообщили о выделении нового вирулентного штам­
ма 1593, проявляющего примерно в 1000 раз более высокую москито- 
цпдную активность по сравнению с культурой ББ П-1. Принципиаль­
но важно, что у штамма 1593 биосинтез энтомоцидного токсина тесно 
связан со споруляцией и локализован в оболочке. В этой связи бакте­
рии Вас. зрИаепсиз должны представить исключительный интерес для 
наших микробиологов в целях получения новых бактериальных инсек­
тицидов для борьбы с комарами и москитами, в особенности гнуса.

Отрадно отметить успехи советских ученых в области создания ин­
сектицидных препаратов с использованием грибов и вирусов. Как из­
вестно, в последнее время работы по созданию вирусных препаратов в 
некоторых странах (например, в США препарат «гипчик») получили 
государственное разрешение на широкое внедрение. В этом направле­
нии следует ускорить их широкое практическое применение и в нашей 
стране.

Изыскание энтомопатогенных микробов для борьбы с вредоносны­
ми насекомыми следует вести с охватом всех групп микроорганизмов. 
Недооценка отдельных видов и однобокий подход в данном вопросе не­
допустимы. Очень слабо исследованы в этом отношении актиномицеты, 
хотя хорошо известно продуцирование ими достаточно активных ве­
ществ, могущих быть рекомендованными как инсектициды. Так, в 
1977 г. в США запатентован антибиотик из Б. ПауеоВш, обладающий 
выраженной инсектицидной активностью [18].

Неоправданно мало внимания обращается на изучение и примене­
ние неспороносных бактерий, хотя, как известно, именно эта группа 
микроорганизмов в одно время наиболее широко использовалась в борь­
бе со многими насекомыми.

В табл. 3 подытожены основные особенности энтомопатогениого 
действия микроорганизмов. В определении инсектицидного действия 
неспороносных бактерий наиболее важным является их способность к 
массовому развитию в кишечнике. Одним из ведущих факторов в этио- 
патогенезе бактериозов насекомых, вызванных неспороносными бакте­
риями, является, по нашим данным, их ауксогетеротрофность, специфи­
ческая потребность в отдельных витаминах, аминокислотах и других 
ростовых соединениях. Надо полагать, что утеря вирулентности куль­
тур обусловлена изменением именно их ауксотрофных свойств.

Важной, к сожалению, слабо проработанной областью является из­
учение и применение микроорганизмов и их метаболитов, обладающих 
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гербицидным действием. Большой практический интерес представляют 
данные о наличии у определенных видов микробов специфического угне­
тающего действия по отношению к некоторым особо вредоносным сор­
някам.

Получение и применение микробиологических средств защиты рас­
тений выдвигает па разрешение ряд общих проблем и методических под­
ходов. Исключая антибиотики, все используемые микробиологические 
средства борьбы с вредителями растениеводства являются препаратами 
жизнеспособных микроорганизмов. Обнадеживающие результаты их 
использования не должны отвлечь внимания микробиологов от того 
очевидного факта, что при этом нарушается экология и природные био­
ценозы. Поэтому, наряду с экологическими исследованиями послед­
ствий применения 'Микробных препаратов, большую важность представ­
ляют. работы, направленные па локализацию эффекта использования с 
наработкой инкапсулированных или иммобилизованных клеток инсек­
тицидных форм микроорганизмов.

1 а б л и ц а 3
Специфика и механизм эитомопатогеиного действия микроорганизмов

Энтеробактерии, потен­
циальные и облигатные 
энтомопатогены, Вас. ро- 
рНИае

Неспецифическая природа 
действия

Вас. 1Ьиг1П21е1Ы5
Вас. ьрйаеНсвь
Грибы-продуценгы ми­

котоксинов
Специфический харак­

тер и спектр действия

Большинство сапрофитов и 
энтомопатогенов

Массовое развитие в ки­
шечнике ауксогетеротро- 
фов

Нарушения метаболизма

(авитаминозы, нарушения 
обмена аминокислот, 
гормонов и другие 
дистрофии)

Энгомоцндные токсины, 
антибиотики и другие 
метаболиты

Токсикозы

Неспецифический характер 
и спектр действия преи­
мущественно фермента­
тивной природы

Проникновение и развитие 
в полости тела

Септицемии

Давно назрела необходимость организации всесторонних- исследо­
ваний по выяснению условий приживаемости применяемых микроорга­
низмов в природе. В этом случае возможно значительно продлить эф­
фект используемых микробных пестицидов и повысить их преимущества 
по сравнению с химическими.

До настоящего времени основой создания микробных пестицидов 
являются природные, «дикие» культуры микроорганизмов. Успехи мо­
лекулярной генетики и генной инженерии дают надежду на конструиро­
вание новых форм микроорганизмов, значительно превосходящих по 
своей активности природные штаммы. Открываются необозримые пер 
спективы для создания таких форм микроорганизмов, которые вместе с 
выраженными пестицидными свойствами будут наделены землеудобри- 
тельны'ми и другими полезными особенностями для оздоровления при­
роды и блага человека.

Институт микробиологии АН Ар.мССР Поступило 1.У1 1979 г.



ԳՅՈՒՂԱՏՆՏԵՍԱԿԱՆ ԲՈՒՅՍԵՐԻ ՎՆԱՍԱՏՈՒՆԵՐԻ ԴԵՍ'
ՄԻԿՐՈՐԻՈԼՈԳԻԱԿԱՆ ՊԱՅՔԱՐԻ ՊՐՈՐԼԵՄՆԵՐՐ

է. Դ. ԱՖ(՚1>ԿՅԱՆ

Հո դված ում ամփոփված են գրականության տվյալները և ս եփ ա կան հե- 
տաղասությունների արդյունքները գյուղատնտեսության վնասատու միջատ­
ների և կրծողների դեմ պա յքարի մ ի կր ո բի ո լո գի ա կան եղանակների մշակման 
բնա դավառում, ինչպես նաև' բուս ա բուծութ յան մեջ անտիբիոտիկների և ան­
տագոնիստ ֊ մՒԿաբների կիրառման հնարավորությունների վերաբերյալ։

Հննվում են այս ասպարեզում հետագա աշխատանքների հեռանկարներս՝

MICROBIOLOGICAL ASPECTS OF AGRICULTURAL PEST CONTROL

E. G. AFR1KIAN

Literature and own experimental data on microbiological production 
of insecticides, rodenticides and the use of antibiotics and microbial an­
tagonism In plant breeding have been discussed. The perspectives of 
researches in these fields are emphasized.
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ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ ՀԱՆԴԵՍ 
БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

XXXII, 9, 1979

УДК 695.796

ОБ ЭКОЛОГИН БЛОХИ CERATOPHYLLLS CASPIUS 
В СВЯЗИ С ЕЕ ЭПИЗООТОЛОГИЧЕСКИМ ЗНАЧЕНИЕМ 

В ЗАКАВКАЗСКОМ ГОРНОМ ОЧАГЕ ЧУМЫ

|р. Б. КОСМИНСКИй|. Г. А. АВЕТИСЯН. А. А. ГУСЕВА, А. Н. ТАЛИБОВ

В эксперименте изучены гонотрофнческая активность, возрастные изменения, дли­
тельность жизни имаго и метаморфоз С. caspius. Наблюдениями в природе на За­
кавказском нагорье путем анализа сезонных изменении состава по физиологическому 
возрасту и численности имаго установлен годовой цикл этого вида, который играет 
важную роль в распространении чумы среди обыкновенных полевок па Закавказском 
нагорье, но не может в одиночку обеспечить поддержание очага. С-вою роль он выпол­
няет как сочлен «интегрального переносчика», которым является совокупность специ­
фических блох полевок.

Ceratopliyllis caspius Joft et Arg. (Slphonaptera) распространен в 
горных местностях Евразии от Балкан ди Восточной Джунгарии, па­
разитирует на различных видах горных полевок. На Закавказском на­
горье среди обыкновенных полевок были выявлены эпизоотии чумы, а 
самих блох этого вида неоднократно обнаруживали зараженными воз­
будителем чумы в природе [2].

Материал и методика. Для уточнения и получения более полных биологических 
и экологических данных об этом виде блохи, предпосылок его участия в поддержании 
чумного очага мы в 1962—1967 гг. проводи ли наблюдения над возрастным составом 
имаго непосредственно на энзоотичнои территории Закавказского нагорья, подытожи­
ли архивные данные Армянской и Азербайджанской противочумных станций о числен­
ности блох, а также изучили метаморфоз, продолжительность жизни, гонотрофичес- 
кую активность и возрастные измененья имаго в различных условиях. Опыты в лабо­
ратории проводили в таких же условиях, как и при изучении Frontopsylla elata саи- 
casica [Ю]. Для установления начала питания и размножения имаго, скорости на­
копления у них возрастных изменений путем микроскопирования и препаровки иссле­
дованы 452 самки. Частоту питания и яйцекладки прослеживали методом многократ­
ной повторной зарисовки одних и тех же особей, меченных индивидуально отрезанием 
апикальных члеников лапок [3]. В 12 турах опытов под наблюдением было 168 са­
мок и 63 самца, с которых сделали более 1400 зарисовок. Развитие преимагииальных 
фаз и длительность жизни имаго изучали по общепринятой методике [1], при этом 
использовано 1Й11 яиц и 347 экз. имаго. Физиологическое состояние и возраст имаго, 
собранных в природе, определяли по известным биологическим показателям [4]. Все­
го было просмотрено 475 самцов и вскрыто 1198 самок. Подразделение на группы и 
анализ сезонных изменений состава популяции проводили так же, как в нашей работе 
о годовом цикле Ctenophthalmus teres [9].

Результаты и обсуждение. В лаборатории при обоих вариантах 
(при температуре 20—25° и 2—5е) молодые блохй- начинали питать-
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ся сразу же после подсадки к прокормителю. При 20—25° через 
2 суток большинство, а через 3 все самки имели развивающиеся 
яйца (табл. 1). При этой температуре они питались с частотой около 
3-х раз в сутки, откладывать яйца начали через 45 58 час. (и среднем 
50) после помещения молодых блох к хозяину, и самки делали около 
3-х кладок за сутки. Все самки размножались до конца опыта (22 
дня). В результате яйцекладки в яичниках размножавшихся самок на­
капливались желтые тела (видимые в световой микроскоп на отпрепа­
рированных яичниках), которые появлялись участи особей после 8—11, 
у подавляющего большинства 12 16 суток пребывания блох со зверь­
ком, причем почти у всех они были малой величины. Средней величи­
ны они достигали у единичных самок через 12 16, у большинства — че­
рез 2()—22 суток. Большие желтые тела накапливались у отдельных 
особей через 17 22 суток.

Появление увеличенных ооцитов и желтых тел в яичниках самок 
(влажность воздуха высокая)

Таблица 1

Число суток пре­
бывания блох со

зверьком

Исследовано

блох

В том числе группы по состоянию 
яичников, ։/0

крупных ооцитов 
и желтых тел 

нет

крупные ооциты имеются

желтые тела

нет есть

Температура 20 — 25°

1 10 100 0 0
2 10 30 70 0
3-7 41 0 100 0
8-11 39 0 56 44

12-16 50 0 16 72—12—0*
17-19 21 0 5 48—38—920-22 24 0 0 21-67—12

Температура 2—5°

1-2 24** 100 0 0
3—7 39 10 90 0
8-11 38 29 61 10

12-19 99 31 62 7
20-24 57 32 49 19

* Три цифры через черточку означают число самок с желтым телом малой, сред­
ней и большой величины. Во всех остальных случаях желтые тела малой величины.

** Из них одна самка без сперматозоидов в семеприемнике, все остальные самки 
осеменены.

При 2—5° через 3—7 дней почти все самки (90%) имели развива­
ющиеся яйца. Однако в дальнейшем число «беременных» уменьшилось, 
вероятно, вследствие резорбции ооцитов у части самок. К концу опыта 
(20 24 дня) приблизительно 2/3 самок имели развивающиеся яйца, но 
за срок наблюдений прослежено появление лишь маленьких желтых 
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тел и то только у 7֊ 19% самок, что говорит о меньшей интенсивности 
размножения блох при низкой температуре. При перемещении блох, 
пробывших со зверьком 7֊֊8 дней при 20—25°, в холодильник (2—5°) 
привязанность их к телу хозяина снижалась (табл. 2). Гоиогрофичес- 
кая активность также уменьшалась, но различно у отдельных особей. 
На 19-й день у единичных, а на 40-й—примерно у половины самок уже 
не было развивающихся яиц. Частота их питания уменьшилась при­
мерно до 1 раза в сутки. Остальные самки, продолжавшие размно­
жаться на протяжении всего срока пребывания па холоде, питались с 
частотой 2—3 раза и делали по 1 2 кладки в сутки. Снижение актив 
ности имаго на холоде происходило в обоих испытанных вариантах 
влажности. Число шщ в кладках колебалось от 3-х до 4-х (соответ­
ственно 65 и 24% из 218 зарегистрированных кладок), но иногда оно 
составляло 2 пли 6.

Вскрытие самок, собранных в природе и взятых из лабораторной 
культуры, показало, что яичники С. сазршз состоят из 6֊ 12 (чаще 8) 
яйцевых трубок. Следовательно, число яиц в кладках приблизительно 
равно половине числа яйцевых трубок. Сопоставление данных табл. 1 
и 2 позволяет предположить, что желтые тела образуются после того, 
как самка сделала 18—27 кладок, то есть когда из каждой яйцевой 
трубки отложено не менее 9—14 яиц.

Перед очередным кровососанпем пищевой комок в подавляющем 
большинстве случаев (79—100%) находился на III—V стадиях по шка­
ле Поффа [5].

Сравнительно хорошая выживаемость всех фаз и выход имаго 
(19—40% от числа взятых яиц) были при 18—23° и относительной влаж­
ности воздуха 60—100%. Развитие завершалось в среднем за 35—40 
дней (минимум 21, максимум 72). При температуре 4—5° и влажно­
сти 75—100%эмбриональное развитие шло успешно, однако в дальней­
шем наблюдалась очень высокая смертность личинок, так что в итоге 
лишь единичные особи (1—3%) завершили метаморфоз, но и их разви­
тие затянулось на много месяцев (минимум 166, максимум 488 дней). 
При 0—2° и влажности 60—100% все взятые в опыт яйца погибли, не 
дав личинок.

Молодые блохи при температуре от 3—4° (ниже нуля) до 7—10° 
жили без питания 4—10 месяцев,' при 18—23е—около 1—2 месяцев, а 
при 30°—только до 2 недель. Ранее питавшиеся имаго оставались жи­
выми при 1—8° ниже нуля до 1—3 месяцев. Можно полагать, что и в 
природе эти блохи могут прожить без хозяина в холодное время года 
несколько месяцев, в теплое—несколько недель. Под наблюдением бы­
ли 188© 11 159_(л. В природе, на Закавказском нагорье, имаго встреча­
ются круглый год (табл. 3). Ранее мы показали [8], что на этой тер­
ритории блохи данного вида обитают в поясе горных луго-степей и лу­
гов выше 2000 м над ур. м. Здесь зимний снеговой покров начинает схо­
дить в конце апреля—начале мая. Во второй половине апреля в оби­
таемых полевками гнездах и на зверьках половину самок С. сазршэ со-
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Активность нападения на хозяина, питания и размножения блох при разных 
условиях (до начала наблюдений блохи пробыли со зверьком при 20—25° 7—8 дней)

Таблица 2

Темпера­
тура, °С

Дии пребы­
вания при 

2-5°

Самки Самцы

всего

особей

средняя частота (раз 
в сутки) для 1 самки

отметки о местонахож­
дении

всего 
особей

средняя частота 
(раз в сутки) кро- 
вососаний 1 самца

отметки о местонахож­
дении

кладок кровососа- 
НИЙ

всего ре­
гистрации

в т. ч. на 
зверьке, %

всего ре­
гистраций

в т. ч. на 
зверьке, %>.

Влажность низкая

20-25 0 23 2,6 3,1 195 70 10
2-5 I 9 1,1 

1,8
3,3 44 64 4

8; 10 20 ‘2,3 100 48 1

19 8-3* 1,2-0 2,6-0,7 55 24 3
• 40 5-5 1 ,6-0 2,5—1 ,0 36 8 5

80 56
18 72
34 50
13 15
24 8

Влажность высокая

20-25 0 21 2,9 2,7 170 47 5
2-5 1 12 2,2 2,7 58 47 4

8; 10 19 1;7 2,л 93 31 8
19 9-1 1.6-0 1 ,8-0 50 30 5
40 5—4 1,7֊ 0 2,1- 0,8 25 16 5

2,8 54 46
3,8 18 50
2,1 39 44
3,0 24 54
2,1 23 30

* Через черточку обозначено число «беременных» и «небеременных» самок и со­
ответствующие им показатели частоты яйцекладки и кровососання.



Таблица 3
Физиологическое состояние и возраст собранных в природе имаго

Месяцы

Те
мп

ер
ат

ур
а в 

гн
ез

де
, °С

Самки Самцы

всего

особей

из них, »/«
просмотрено семеприем- 
ников у 2-й возрастной 

группы

вс
ег

о о
со

бе
й

ИЗ них с 
меконием, 

%
с меконием

питавшиеся
желтых тел нет желтые тела есть

ооциты не 
увеличены

ооциты 
увеличены

ооциты не 
увеличены

ооциты 
увеличены всего из них без 

спермы, *>/о

Блохи из обитаемых гнезд и со зверьков

В скобках абсолютные количества.

Февраль-март 0-2 9 —• (8)* — (1) — 8 (8) 3 —

1 половина апреля 2—4 6 ■—• О) (’) (4) — 1 (1) 1 —
П 8—13 60 0 50 40 5 5 30 47 21 0
Май 7—19 152 3 14 56 1 26 19 16 59 0
Июнь 9-22 81 .0 11 52 0 37 7 (3) 22 0
Июль 17-28 190 2 15 40 1 42 25 24 108 9
Август 13-21 75 4 12 43 0 41 6 (2) 34 6
Сентябрь 2—24 275 3 19 28 4 46 39 3 84 2
Октябрь 0-13 160 3 28 11 2 56 37 33 57 7
Декабрь 0-6 92 11 80 (1) 7 (1) 76 50 32 12

Блохи из необитаемых гнезд

Апрель—декабрь 98 33 54 5 8 0 46 54 54 26



ставляли физиологически молодые, нс размножающиеся особи, значи­
тельная часть которых еще нс была осеменена, а другую половину 
(45%) -размножающиеся самки, ио из них только 5% имели желтые 
тела. Особи, прекратившие яйцекладку, встречались единично (с жел­
тыми телами, ио без развивающихся яиц).

В теплое время года (май- октябрь) подавляющее большинство 
самок размножалось—у 67 89% увеличенные ооциты, а у 26—56% 
также и желтые тела. К маю резко снизилось и далее до сентября дер­
жалось па низком уровне относительное количество физиологически мо­
лоды,х самок, среди которых неосоменеиные особи попадались редко. Это 
говорит о резком увеличении активности имаго весной. Прекратившие 
яйцекладку самки в мае августе практически отсутствовали, но в сен­
тябре—октябре стали появляться. Блохи с меконием в желудке име­
лись во все теплые месяцы (кроме июня), ио в небольшом количестве.

С наступлением зимы состав имаго сильно изменился. В декабре 
подавляющее большинство самок составляли молодые перазмножающи- 
еся особи, значительная часть которых еще не питалась, а из числа 
питавшихся половина еще не спаривалась. Размножающиеся самки 
стали единичными, а прекратившие яйцекладку встречались чаще, чем 
осенью. Среди самцов было значительное количество молодых. В ос­
тальные холодные месяцы нам удалось собрать и вскрыть только 15 
самок, среди которых было 9 молодых неразмножающихся и неосемен- 
ненных, 5 взрослых, прекративших яйцекладку и лишь одна—с увели­
ченными ооцитами. В целом из общего количества 107 самок, собран­
ных из обитаемых гнезд полевок в наиболее холодное время года, толь­
ко 3 особи были с развивающимися яйцами. Преобладали молодые сам­
ки, но встречалось довольно много и прекративших яйцекладку особей

Почти за весь период наблюдений блохи с большим жировым телом 
встречались редко, лишь в октябре и декабре их доля достигала 30— 
37% среди самок и 26—52% среди самцов.

Встречающимся зимой в природе имаго С caspius не свойственно 
сильное ожирение, и это позволяет считать, что их физиологическое сос­
тояние не тождественно тому состоянию глубокого генеративного покоя, 
которое характерно в холодное время года для других.видов блох, так­
же паразитирующих на обыкновенных полевках на этой территории— 
Ctenophthalmns wladimiri, Ct. teres, Frontopsylla elata caucasica [6, 7, 
9]. В пользу этого предположения говорят также результаты на­
ших исследований водного баланса блох. Как известно, у многих на­
секомых при переходе в состояние зимнего покоя происходит уменьше­
ние относительного количества воды в теле [11]. Дегидратация харак­
терна и для зимующих малоактивных имаго перечисленных выше видов 
блох полевок (в теле активных, размножающихся особей содержание 
воды составляет в среднем 64,4—66,8%, в теле малоактивных нераз­
множающихся, с большим жировым телом, 58,6—59,4%). Что ка­
сается С. caspius, то в их теле содержание воды выше—68,0—68,5%, 
71,1% соответственно.
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Некоторые сведения о численности С. саэршв на юго-востоке Закав­
казского нагорья мы уже сообщали [8]. Дополнительно к этому при­
ведем суммарные результаты сбора блох с обыкновенных полевок, из 
их гнезд и входов в норы, проведенного Армянской и Азербайджанской 
противочумными станциями в 1957—1971 гг. (табл. 4). Численность 
этих блох на данной территории вообще низкая. Их обилие на зверь­
ках в апреле—сентябре было выше, чем в остальные месяцы, что, веро­
ятно, связано с усилением привязанности блох к хозяину в период яй­
цекладки. В гнездах полевок количество имаго этого вида мало изме­
нялось по сезонам, индекс обилия был близок к единице. Некоторое 
количество этих блох встречалось также и во входах՜ нор.

Индексы обилия (и. о.) С. савршз
Таблица 4

Зверьки Г незда Входы нор
Месяцы осмотрено п. о. блох осмотрено и. о. блох осмотрено И. О. 

блох

Январь — 5 1,20 _
Февраль 21 0 31 0, 10 — —
Март 21 0 18 0,88 — —
Апрель 338 0,12 931 0,46 — —
Май 7155 0,11 5506 0,77 853 0,26
Июнь 17337 0,12 10168 0,78 582 0,07
Июль 26943 0,11 13344 1,10 1678 0,10
Август 31291 0,11 12534 1,23 2981 0,02
Сентябрь 22729 0,09 8.58 1,11 1755 0,02
Октябрь 8404 0,03 4590 1,11 844 0,01
Ноябрь 732 0,02 1099 0,88 100 0,06
Декабрь 145 0,03 80 1 ,80 — —
Всего 115166 0, 10 57064 1,03 8793 0,06

Имаго С. саэршз имеются в природе, нападают на зверьков и пита­
ются круглый год. Развитие прсимагинальных фаз и выплод имаго, по- 
видимому, происходят круглогодично. Самки откладывают яйца пре­
имущественно в теплое время года. Несмотря на наличие потенциаль­
ной возможности к размножению при низкой положительной темпера­
туре, в Закавказском горном очаге чумы в самые холодные месяцы 
оогенез угнетается, однако без резкою изменения жирового и водного 
баланса у блох. В это время большинство взрослых самок отмирает, 
оставшиеся перестают размножаться. Молодые самки не приступают 
к откладке яиц. Продолжительность жизни имаго в обитаемых зверь­
ками гнездах невелика во все сезоны (обычно несколько недель), состав 
их все время постепенно обновляется, за год развивается несколько 
(возможно 4—6 и более) поколений. В необитаемых гнездах в холод­
ное время года имаго могут жить по несколько месяцев. Индекс обилия 
в гнездах примерно в 8 раз ниже, чем у массовых блох рода ОепорМаЬ 
тиз, но почти равен суммарному индексу обилия всех остальных блох 
обыкновенных полевок.
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Принимая во внимание круглогодичное наличие имзго и преиму­
щественное распространение С. саяршэ из Закавказском нагорье имен­
но в тех высотных поясах, где средн их хозяев полевок протекают эпи­
зоотии чумы, а также доказанную в экспериментах способность этих 
блох хранить и с большой эффективностью передавать своими укусами 
возбудителя чумы здоровым зверькам, можно считать, что они играют 
важную роль в эпизоотологии чумы среди обыкновенных полевок на За­
кавказском нагорье. В то же время сравнительная редкость и нерегу­
лярность встреч особей этого вида, зараженных чумным микробом в 
природе, низкая численность и сравнительно небольшая продолжитель­
ность жизни имаго при наличии хозяина, приводят к мысли, что, отдель­
но взятый, этот вид не может обеспечить поддержание эпизоотий чумы 
среди обыкновенных полевок в Закавказском горном очаге и поэтому 
его нельзя квалифицировать как основного переносчика. По всей веро­
ятности, свою роль он может выполнять лишь в совокупности с другими 
видами блох полевок, как составная часть «интегрального переносчика» 
в этом поливекториом очаге чумы.
Научно-йеследонательский противочумный институт
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պարազիտող մյուս տեսակ սպեցիֆիկ լվե ր ի միջոցով։

ECOLOGY OF CERATOPHYLLUS CASP1US CONNECTED WITH ITS 
EPIZOOLOTOGICAL IMPORTANCE IN THE MOUNTAIN PLAGUE 

BREEDING GROUND OF TRANSCAUCASICA

յ R. B. KOSMINSKI j, H. A. AVET1SIAN, A. A. GUSSEVA, A. N. TAL1BOV

The gonotrophic activity of C. caspius, the age alterations of the 
imago, duration of life and metamorphosis have been cleared up in la­
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boratory conditions. The yearly cycle has been exposed in the natural 
conditions of mountainous Transcaucasia on the basis of the images 
physiological age make-up and analysis of changes in seasonal density. 
In the mountains of Transcaucasia C. casplus plays an important part in 
spreading plague microbes among populations of common field mice, 
but it cannot alone safeguard the preservation of the focus. It is realized 
on other specific flies that are coincidental parasites on field mice.
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БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

ХХХТГ, 9, 1979

УДК 576.8:577,15.07.152

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ МИКРОБНЫХ АЦИЛАЗ ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ 
ОПТИЧЕСКИ АКТИВНЫХ ФОРМ АМИНОКИСЛОТ

Е. Н. МАКАРОВА

Рассматриваются литературные и собственные экспериментальные материалы, ка­
сающиеся микробных ацилаз, представленных как в виде ферментных препаратов, 
так и интактных клеток продуцентов этих ферментов

Приводятся данные о кинетических параметрах и некоторых физико-химических 
свойствах, оптической, субстратной специфичности и других характеристик микробных 
ацилаз.

Обсуждаются результаты использования иммобилизованных клеток дрожжей ро­
да Candida, продуцентов аланинацилазы, для получения L-a-аланина.

Исследования в области микробных ацилаз, проявляющих гидро­
литическую активность по отношению к апилпроизводным аминокислот, 
выявили их широкое распространение у различных микроорганизмов— 
бактерий [1, 4. 6, 12], грибов [18, 24], актиномицетов [9] и дрожжей 
[16]. Ацилазы микробного происхождения привлекают внимание ис­
следователей в связи с растущими перспективами их применения для 
разделения рацемических смесей аминокислот. Организовано промыш­
ленное производство некоторых оптически активных форм аминокис­
лот [5, 25, 32].

Наиболее хорошо изучены бактериальные и грибные ацилазы, ме­
нее— актиномицеты и дрожжи, особенно аспорогенные формы послед­
них.

Ведущее положение в области изучения и применения микробных 
апилаз занимают японские ученые. Их исследования проведены в ос­
новном на ферментных препаратах, полученных различными методами 
извлечения ацилазы из бактериальных (Е. coli, Achr. pestifer, Pseudo­
monas) и дрожжевых (S. cerevtsiae. S, carlsbergensis) клеток [16, 17, 
22, 33, 34] или выделения из культуральной жидкости экзогенного 
фермента грибов Aspergillus oryzae [18, 27j.

Полученные ферментные препараты, частично очищенные методом 
осаждения аммонием сульфата и представляющие собой фракцию бел­
ка, выпадающую в осадок при насыщении от 0,4 до 0,7, в лиофилизо­
ванном состоянии сохраняют активность в течение нескольких месяцев.

Один из первых вопросов, подвергшихся детальному изучению,— 
это динамика ацилазной активности в процессе роста продуцентов и 
ее связь с другими функциями последних: накоплением биомассы, из­
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менением pH культуральной среды й др. Оказалось, что активность 
ацилазы у различных микроорганизмов не всегда коррелирует с интен­
сивностью их роста [6, 18, 22]. У А. реэИГег, например, активность рез­
ко возрастает, достигая максимума в начале и удерживаясь до середи­
ны логарифмической фазы роста, затем резко снижается [22]. У А. огу- 
гас при 15-дневном культивировании активность достигает максимума 
па шестые сутки, что также соответствует началу логарифмической фа­
зы роста. Дальнейшее инкубирование приводит к снижению активно­
сти [18]. У Аго1оЬас1ег сИгоососспт ацилазная активность возрастает 
параллельно интенсивности роста и достигает максимума к 30-му часу, 
т. е. в стационарную фазу роста [6]. Именно в этот период происхо­
дит интенсивный гидролиз блокированных аминокислот, необходимых 
для включения их в обмен веществ.

Учитывая, что ферментативная активность определяется не только 
।енотппом продуцента, но зависит также от условий культивирования, 
состава питательной среды и других факторов внешней среды, большое 
внимание при изучении микробных ацилаз уделяется составу питатель­
ной среды [11, 12]. в частности азотсодержащим компонентам. Установ­
лено, что у А. резШег—продуцента е-лизинацилазы—источник азота 
оказывает существенное влияние на ацилазную активность. Пептон и 
№7-ампн обусловливают наивысшую активность, достигающую 430 и 
350 мкМ лизина/час/мг белка, тогда как при наличии простых органи­
ческих (мочевина), а также неорганических источников азота актив­
ность снижается и составляет лишь 40—120 и 10—20 мкМ лизина/час/ 
мг белка соответственно [22].

На структуру активных центров микробных ацплаз в значительной 
степени проливают свет результаты исследований по влиянию ионов ме­
таллов и ферментных ингибиторов на их активность. Установлено, что 
ЕДТК (этилендиаминтетрауксусная кислота) и ПХМБ (пара-хлоромер- 
курийбензоат) ингибируют полученные из грибов и дрожжей ферменты 
[16, 18]. Это указывает на то, что ионы металлов и сульфгидрильная 
группа играют большую роль в действии ацилаз микробного происхож­
дения. Оказалось, что ацилаза, выделенная из гриба А. огуяае, после 
пнактивирования ингибитором ЕДТК реактивировалась добавлением 
7п++ лишь частично, реактивирование же посредством Со + + было бо­
лее полным. У дрожжевой ацилазы заметного стимулирования актив­
ности не наблюдалось при добавлении двувалентных ионов металлов, 
включая Со+ + . Эти факты позволяют говорить о необратимости дена­
турирования дрожжевой ацилазы ферментными ингибиторами.

Энзиматические свойства микробной ацилазы изучали по влиянию 
на реакцию деацилирования субстрата pH, температуры, концентрации 
субстрата и др. На полноту протекания реакции существенное влияние 
оказывает обратимость реакции гидролиза амидной связи. Для выяс­
нения роли обратимости проведено детальное кинетико-термодинами­
ческое изучение модельной реакции гидролиза М-фенилацетил-Ь-алани- 
на, катализируемой пенициллинамидазой. Определено значение кон­
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станты равновесия реакции при pH 6,8 и 25 , равное 0,5±0,1. В опти­
мальных условиях проведения ферментативной реакции оно будет до 
стигнуто уже при концентрациях продуктов около 0.2М [13].

Для реакции деацилирования оптимальным считается pH инкуба­
ционной смеси 6,5—7,2, но последний может изменяться в зависимости 
от характера субстрата [16, 31]. Гидролиз некоторых ацетилпроизвод- 
ных лейцина, аспарагиновой кислоты и триптофана протекает при бо­
лее высоком значении pH, чем утех же хлорацетилпроизводных. Ско­
рость реакции зависит также от природы буфера и температуры. Из 3-х 
испытанных буферных растворов—фосфатного, цитратного и веронало- 
вого, последний оказался более благоприятным для всех испытанных суб­
стратов. Оптимальной температурой для проявления активности этого 
фермента является 42°. Более высокая температура оказывает ингиби­
рующее влияние: 52° через 2 'часа, а 47° через 3 часа инкубирования [16].

В настоящее время к числу важнейших проблем, связанных с ис­
следованием микробных ацилаз, относятся, во-первых, более широкий 
охват различных физиологических и систематических групп микроорга­
низмов для характеристики ацилазной активности в целях выявления 
биологического значения последней для продуцентов и ее направленно- 
ю регулирования; во-вторых, изыскание эффективных продуцентов 
ацилаз и создание непрерывно действующих стабильных процессов без 
затрат на выделение и очистку ферментов для промышленного произ­
водства природных аминокислот. Научное и практическое значение 
этих проблем трудно переоценить.

Решение второй проблемы связано с использованием методов им­
мобилизации ферментов и клеток, позволяющих стабилизировать фер­
ментативную активность, расширить pH- и температурный оптимумы, 
удлинить срок действия ферментов и клеток.

Первые работы по иммобилизации грибных ацилаз были выполне­
ны в Японии. Из множества испытанных носителей наиболее удачным 
для фермента оказалась ДЕАЕ-целлюлоза [5, 25, 27, 28]. Изучение 
свойств нерастворимой грибной ацилазы, ковалентно связанной с иодо­
ацетилцеллюлозой, и нативной ацилазы показало, что константа Миха­
элиса первой равна 6,7-10 3 М, а последней—5,7-10՜3 М. Однако мак­
симальная скорость нерастворимой ацилазы была почти в 3 раза выше, 
чем нативной.

Кривые рН-активности нерастворимой аминоацилазы с ацетил-ОЬ- 
метионином в качестве субстрата показали расширение зоны активно­
сти по направлению к более щелочному pH. Значительные различия 
имеются между двумя ферментными препаратами во влиянии темпера­
туры и энергии активации; Эти результаты позволяют авторам работы 
предполагать, что структура нерастворимой аминоацилазы подвергает­
ся некоторым конформационным изменениям при ковалентном связыва­
нии с носителем [27].

В качестве носителя для иммобилизации фермента и интактных 
клеток используют и полиакриламидный гель [19, 25]. Разработан спо­
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соб получения его гранул, преимущество которого заключается в том, 
что в последнем микробные клепки равномерно располагаются по все­
му объему [26]. Для этого полимеризационную смесь сразу же после 
добавления надсернокислого аммония эмульгируют в атмосфере азота 
при 4° в смеси толуола, хлороформа, тетраметилендиамина и твина. По­
лимеризация заканчивается через 15 мин. Полученные гранулы имеют 
четкую сферическую форму. Размер гранул 0,1—0,6 мм, его можно 
варьировать, меняя скорость мешалки и концентрацию твина.

Все эти и другие исследования явились теоретической основой для 
организации в Японии производства ряда аминокислот промышленным 
способом, с использованием метода оптически направленного гидроли­
за ацилпроизводных рацематов этих аминокислот, полученных химичес­
ким синтезом [5, 25, 32]. Процесс проходит по схеме, приведенной 
в одной из ранних обзорных статей по микробным ацилаза'м [2]. Со­
гласно схеме, рацемат ацетил-ОЬ-аминокислота асимметрично гидроли­
зуется на L-аминокислоту и ацетил-П-амииокислоту, которая вновь 
подвергается рацемизации.

Пойак более дешевых и эффективных способов иммобилизации аци- 
лазы привел к использованию акриловых полимеров, а также неоргани­
ческих носителей—пористых керамик и стекол [21, 23]. Меньше работ 
об иммобилизации самих продуцентов ацилаз, хотя уже в 1968 г. в ФРГ 
был оформлен патент на метод иммобилизации интактного мицелия 
A. oryzae—продуцента ацилазы в нитрат целлюлозы [10], клеток ми­
кобактерий—в полиакриламидный гель [3].

Материал и методика. Объектом исследования служили культура бактерий из ро­
да Mycobacterium, полученная из лаборатории спороносных бактерий Института микро­
биологии АН АрмССР. а также культуры дрожжей рода Candida и Saccharomyces, 
полученные из Всесоюзной коллекции микроорганизмов.

Для микобактерий использовали сахарозоч.ептоипую питательную среду следу­
ющего состава (%): сахароза—1; пептон—2; MgSO4—0,5; К2НРО4—0,2; дрожжевой 
экстракт—0,5; pH среды—7,0—7,2. Продолжительность периода культивирования 
48—72 часа.

Для дрожжей использовали глюкозо-минеральную среду следующего состава (%): 
глюкоза—1, (NH4)2SO4—0,31; КН2РО4—0,121; MgSO4—0,0625; NaCl—0,0125; 
СаС12—0,0125; биотин 2 мкг/л или дрожжевой экстракт—0,5; pH среды 5,2—5,5. 
Продолжительность периода культивирования 18—24 часа.

Выращивание всех культур проводили в условиях интенсивной аэрации на качал­
ках 250 об/мин в колбах Эрленмейера объемом 250 мл с 30 мл среды. Температура 
выращивания 28—30°.

Аминоацилазнхю активность определяли по реакции деацилирования субстрата 
в инкубационной смеси: 50 мг отмытой биомассы, 1 мл 0,01 М фосфатного буфера, 
pH 7,0; 1 мл 0,2 М раствора К-ацетил-ОЦ-метионина. Продолжительность инкуби­
рования 2 часа при 37е. Освободившийся L-метионин определяли общепринятым ме­
тодом хроматографирования в тонком слое целлюлозы с последующим элюирование:,։ 
60%-ным этанолом с хлористым кадмием 0,1% и колориметрированием. Активность 
выражали в мкМ аминокислоты на г клеток/час (удельная активность).

Выделение аминокислот из реакционной смеси в кристаллической форме проводи­
ли по методу Гринштейн [20].
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Оптическую активность аминокислот определяли инкубированием аминокислоты с 
О-оксидазой гомогената печени крыс ио методу, применяемому на кафедре биохимии 
Ереванского университета.

Результаты и обсуждение. Изыскание продуцентов аминоацилаз 
С этой целью было проверено 11 культур дрожжей на их способность к 
оптическому гидролизу ацетил-ИЬ-метионина но сравнению с таковой 
4-х культур микобактерий, уже известных продуцентов метионинаци- 
лазы [II | Данные табл. I показывают, что все испытанные нами куль­
туры дрожжей, хотя и в разной степени, проявляют активность в отно­
шении заданного субстрата.

Одна группа культур дрожжей обладает активностью, сравнимой с 
таковой микобактерий (3. сегеу151ае, С. сИеуаИеп, С. 1гор1са11з и 2 
штамма 8. саг1зЬег§епэ1з), остальные- уступают микобактериям. Эти 
результаты согласуются с данными литературы о широком распростра­
нении ацилаз в живой природе, что, в свою очередь, является свиде­
тельством необходимости этих ферментов для нормальной жизнедея­
тельности организмов. Например, известно, что аминокислоты орнити­
нового цикла Кребса ■ аргинин и орнитин синтезируются в микроорга­
низмах из глутаминовой кислоты через ряд ацетилированных промежу­
точных веществ при помощи ацетилорнитазы и трансацетилирующего 
фермента [30], т. е. в микроорганизмах постоянно имеется широкий на­
бор различных ацплаз, катализирующих реакции ацилирования, деаци­
лирования и трансацилирования, тем самым участвуя в синтезе и рас­
паде азотсодержащих соединений.

Таблица 1
Удельная ацплазная активность у микобактерий и дрожжей 

(классификация штаммов ио ВКМ)

Активность, мкМ ме-
Культуры микроорганизмов тионина/г клеток

час

С. рикИеггИпа 64 16,5
С. иНИв 17,6
С. §и11!1егтоп<1И IIП-4 18,4
С. йиННегпюпдП 42 18,8
С. ։гор1са11з 959 26,4
С. агЬогеа 33 27,6
С. 1гор։са115 КЗ-10 35,2
Я. саг1чЬег§еп515 1173 37,0
3. саНзЬегиепзЫ 108 37.0
С. сЬеуаНеп 37 66,0
8. сегеу|з1ае 12 76,0
М. 5а11уаг1иш 638 45.2
М. perrugo.su т 647 45,5
М. perrugosuln 628 60,0
М. соеНасит 615 70,0

Ацилазная активность в динамике роста микроорганизмов. В пер­
вые часы роста биомасса дрожжей и микобактерий обедняется аци- 
лазой по сравнению с посевным материалом на 27 и 18%, но все же ак­
тивность достаточно высока—44,0 и 40,6 мкМ. соответственно (табл. 2).
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У С. сИеуаПеп активность постепенно возрастает и ближе к концу 
логарифмической фазы (8 час.) фактически стабилизируется. После 
24-х час., когда из среды исчерпаны все питательные вещества, наблю­
дается снижение ацилазной активности, а к 72-м час. она исчезает пол­
ностью.

У М. соеИасит, характеризующейся более растянутым периодом 
роста и развития, резкое увеличение активности происходит к 18 час. и 
достигает максимума к 36 часам. Через двое суток активность доста­
точно высокая; дальнейшее культивирование приводит к ее резкому 
снижению в клетках.

Таким образом, у обеих культур ацилазная активность резко воз­
растает в период интенсивного роста биомассы, т. е. наблюдается кор­
релятивная связь между этими процессами. Такая же закономерность 
отмечается для А. сИгоососсит [6].

(Биомасса, мг а. е. в./100 мл; удельная активность, мкМ аланина/г клеток/час)

Таблица 2 
Динамика ацилазнон активности у микроорганизмов

ПРОДОЛЖИ­
ТСЯ։ нэсть, час

С. сЬеуаНег! М. соеИасит
прирост 

биомассы
удельная 

активность
прирост 

биомассы
удельная 

активность

0 45,2 60,0 60,0 65,8
2 96,0 44,0 59,0 60,0
4 136,6 36.0 66,0 40,6
6 240,0 48,4 95,5 30,0
8 305,5 60,0 106,2 30,9

.14 370.0 66,0 165,0 36,8
18 500,8 68,6 200,5 55,4
24 480,0 68,5 250,0 62,0
36 476,0 32,0 Зби.О 68,0
48 480,0 10,0 38<>,О 54,8
72 483,0 0 388,0 26,0

Оптимизация аланинацилазной активности у микроорганизмов про­
водилась обогащением питательной среды одним из следующих соеди­
нений (%): этаноламнн 0,1, этаноламинфосфат 0,1, глицерофосфат 0,1, 
бета-хлорэтиловый эфир стеариновой кислоты 0,5, бета-оксиэтиламнд 
0,5, дрожжевой экстракт 0,5. Оптимальная концентрация добавок бы­
ла установлена предварительными исследованиями. Учитывалось вли­
яние на урожай биомассы и аланинацилазную активность клеток 
(табл. 3).

Самым эффективным стимулятором роста оказался бета-хлорэти­
ловый эфир стеариновой кислоты, при этом ацилазная активность рез­
ко снижается у дрожжей, но остается без заметного изменения у мико­
бактерий. Этаноламинфосфат стимулирует оба процесса у обеих куль­
тур, а этаноламин стимулирует активность, фермента лишь у микобак­
терий. Наблюдается отсутствие корреляции в стимулировании актив­
ности фермента и накоплении биомассы одним и тем же соединением. 
Ацилаланин не оказывает заметного влияния на активность аланинаци-
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Лазы у микобактерий и ингибирует у дрожжей. Это говорит о том, что 
этот фермент у изученных микроорганизмов является конститутивным, 
как лизинадилаза у А. рейШег [22]; у гриба А. огугае последняя явля­
ется индуцируемым ферментом [18].

Дрожжевой экстракт стимулировал рост и ферментативную актив­
ность у микроорганизмов. Это дало возможность предположить, что 
индивидуальные аминокислоты также могут выполнят!։ эту функцию. 
Нами были испытаны аминокислоты семейства глутаминовой кислоты 
н мочевина; все они были использованы в качестве единственных ис­
точников азота для дрожжей и как добавки -для микобактерий, т. к. 
питательная среда в этом случае содержит органическую форму азота.

Влияние добавок на рост и ацилазную активность микроорганизмов, % от контроля
Таблица 3

Добавки
М. coeliacum С. chevalier!

биомас­
са активность биомасса активность

Контроль 100 100 100 100
Этаноламип 157 ,4 205, 1 140,0 82,4
Этанолами н фосф ат* 100 203,0 150,5 220,0
Глицерофосфат*
Бета-хлорэтиловый эфир стеарино-

146,0 130,5 110,6 10 ,0

вой кислоты* 24 ЦО 60,0 220,4 51,6
Бета-оксиэгиламид* 124,2 292,2 100,5 275.0
Дрожжевой экстракт 100 100 145,8 120,4
Ы-ацетил-ИЬ-а лапин 120,1 10 >,5 100,0 ■ 0,2

* Синтезированы в Ереванском филиале ИРЕА Амирханяном М.

Таблица 4
Влияние источников азота на алапинацилазиую активность микроорганизмов, 

% от контроля

Источники азота С. tropicalis S. carlsber- 
gensis M. coeliacum

Аммоний сульфат ЮО 100
Глутаминов >я кислота 100 99,2 100
Глутамин 198,0 140,4 110,2
Пролин 55,8 67,3 34.0
Api инин 105.6 98,5 100 0
Орнитин 100,0 ■ 98,4 80,0
Ни руллин 115,5 115.0 100,0
Мочевина 100,0 104,6 86,6
Аммоний сульфат н — гексадекан 170,4

Данные табл. 4 показывают, что стимуляторами аланинацилазной ак­
тивности у дрожжей являются глутамин и цитруллин, то есть соедине­
ния, которые способствуют накоплению в клетках общего азота, а зна­
чит и белка [7]. Стимулирование ацилазной активности у С. 1гор1са- 
пь КЗ-10 н-гексадеканом подтверждает то же самое. Таким образом, 
ацилазная активность возрастает вместе с возрастанием в клетках об-
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щего количества белка и наоборот, о чем свидетельствует вариант с про­
лином—бедным источником азота. На фоне дрожжевого экстракта, 
как это имеет место у М. соеНасит, стимулирование активности фер­
мента выражено менее ярко.

Итак, возможна регуляция аланинацплазной активности у дрож­
жей соединениями, влияющими на общий белковый обмен.

Субстратная и оптическая специфичность микробных ацилаз. Дан­
ные табл. 5 свидетельствуют о том, что все представленные здесь куль­
туры обладают широкой субстратной специфичностью. Об этом же ут­
верждают научные публикации относительно ацплаз, выделенных из 
других микроорганизмов [11, 16—19, 22]. Нельзя не заметить, что 
дрожжи более активны по отношению к аминокислотам лейциновой 
группы, а микобактерии—к метионину, валину и аланину.

Таблица 5
Субстратная и оптическая специфичность ацилазы дрожжей и микобактерий, 

(удельная активность, мкМ ам։։нокислоты/г клеток/час)

Субстрат деацилирования С. chevalier! S. carlsber- 
gensls 1173 М. coeliacum

Ацетил-ВБ-метионин 64,4 50,5 69,9
Ацетил-В-триптофгн 0 12,0 0
А цетил-ВБ-триптофан 9,0 32,0 21,2
Ацетил-В-фенилаланин 0 15,4 0
Ацетил-ВБ-фенилаланин 19,6 40,4 40,0
Ацетил-ВБ-валин 24,4 49,5 77,0
Ацетил-Б-лейцин 72,0 51,6 следы
Ацетил-ВБ-норлейцин 56,0 60,2 6,6
Ацетил-ВБ-з-аланин 55,0 48,0 60,5
Бензоил-Б-гистндин 0 30,2 18,5
Паранитробепзоил-Б-глугаминовая

кислота 10,4 32,0 22,4

Дрожжи Saccharomyces отличаются от двух других культур менее 
строгой оптической специфичностью: они подвергают гидролизу ацил- 
D-аминокислоты. Можно предположить, что эта культура имеет не­
сколько ацилаз, в том числе отдельные D- и L-, которые близки по свой­
ствам и оказывают каталитическое действие при близком или одном и 
том же режиме. Во всяком случае эту культуру нельзя использовать 
для получения L-триптофана и L-фенилаланина.

Аланинацилазная активность иммобилизованных брожжевых кле- 
ток. При помощи одного из продуцентов аланинацилазы из рода Can­
dida нами были наработаны и получены в кристаллическом виде амино­
кислоты: метионин, аланин, валин, норлейцин. Все они были со 
100%-ым содержанием L-формы.

В целях более эффективного использования каталитических свойств 
дрожжей были проведены исследования по возможности иммобилиза­
ции клеток дрожжей.

Первый способ, который мы применили для иммобилизации дрож­
жей, это включение в полиакриламидный гель. Процесс иммобилиза­
ции по методу Чибаты [19] представлен в табл. 6, которая приобрела 
свой окончательный вариант после исследований по изысканию опти-
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мальНого количества биомассы, концентрации акриламида, величины 
(ранул и др.

Второй метод, который мы применили для иммобилизации дрож­
жей, это инкапсулирование в полиамидные мембраны по методу Чан­
га [15].

В иммобилизованном состоянии клетки дрожжей сохраняют аци- 
лазную активность продолжительное время. Так, в непрерывной сис­
теме с подачей субстрата через колонку, заполненную клетками, иммо­
билизованными в полиакриламидный гель, активность сохраняется 70, 
а в полиамидные капсулы—50 суток.

Таблица 6
Схема процесса иммобилизации клеток микроорганизмов включением 

в полиакриламидный гель

11оследователь- 
ность этапов Компоненты Концентрация Количество, 

мл

I Бактериальные или дрожжевые клет­
ки в виде пасты I г

М-ацетил-ОЬ-а-аланип 0.2 М 0,1
Фосфатный буфер, pH 7,0 0,01 М 1,0
Акриламид 38% 2,8
Н1Н1-метиленбисакриламид 2-5% 0,5
Тетраметилэтилендиамин 5.0"/., 0,5
Надсернокислый аммоний 5,0% 0,5

11

III

(строго соблюдать очередность 
компонентов)

Полимеризация в течение 30 мин 
при 37°

Измельчение и продавливание блока 
геля через сито с размером от-

IV
верстий 0,5 мм

Промывание полученных гранул по­
лиакриламидного геля с включен­
ными клетками декантацией водой 
до исчезнования мути

На основании вышеприведенных данных можно рекомендовать им­
мобилизованные одним из испытанных методов клетки дрожжей в ка­
честве продуцентов аланинацилазы и клетки микобактерий в качестве 
продуцентов метионинацилазы для получения соответственно Ь-аланина 
и Ь-метионина непрерывным деацилированием М-ацетил֊О1.-а-аланина 
и М-ацетил-ВЬ-метионина.
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USE OF MICROBIAL ACYLASES FOR PRODUCTION OF 
OPTICALLY ACTIVE FORMS OF AMINOACIDS

E. N. MAKAROVA
Recent data and the results of own experimental investigations on 

the microbial acylases and their use for preparation of aminoacids have 
been discussed.

The results on the application of the immobilized yeast cells gel 
for the optical resolution of acetyl-DL-a-alanlne have been reported.
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АЛАНИНАЦИЛАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ ИНКАПСУЛИРОВАННЫХ 
КЛЕГОК ДРОЖЖЕЙ

Е. Н. МАКАРОВА, А. Б. МЕЛКОНЯН, Л. С. МАРКОСЯН

Дрожжевые клетки—продуценты аланинацилазы иммобилизованы инкапсулирова­
нием в полиамидные мембраны. Изучено влияние количества и физиологического со­
стояния клеток, pH, концентрации и соотношения компонентов в полимеризационной 
смеси на активность, а также стабильность и механическую прочность полученных кап­
сул. По аланинацйлазной активности инкапсулированные дрожжевые клетки при тем­
пературе 37°, pH 7,0 и подаче субстрата 0,2 М как в периодическом, так и непрерыв- 
ном процессах инкубирования не О7личаются от нативных.

Метод иммобилизации ферментов микрокапсулированием в насто­
ящее время широко применяется в производстве ароматических ве­
ществ, в бумажной и химической промышленности, в медицине. Из­
вестно несколько общих методов включения ферментов в полупроницае­
мые водонерастворимые оболочки: межфазной полимеризации и поли­
конденсации [7], двойного эмульгирования [ЗJ, разделения фаз испа­
рением легколетучего растворителя [3]. В качестве пленкообразующе­
го материала можно использовать целый ряд полимеров: поликарбо­
наты [4], 1,6-гексаметилендиамин [2, 9], триацетатцеллюлозу [8], фо- 
точувствительную смолу [6] и др.

Среди большого количества публикаций, посвященных этому воп­
росу, очень мало работ по инкапсулированию интактных микробных 
клеток, особенно дрожжевых. Известно, что у микробных клеток в им­
мобилизованном состоянии ферментативная активность сохраняется, 
стабилизируется и проявляется в более широких пределах температуры 
и pH, что очень ценно при их практическом использовании. В связи с 
этим мы изучили возможность инкапсулирования дрожжевых клеток— 
продуцентов аланинацилазы и применения их в таком виде для непре­
рывного оптически направленного гидролиза М-ацетил-ЙЬ-аланина [1].

Материал и методика. В качестве продуцента аланинацилазы была использована 
культура дрожжей рода СагсПба, выращенная в синтетической глюкозосодержащей 
среде; состав питательной среды и условия выращивания опубликованы ранее [5].

Для инкапсулирования клеток дрожжей за основу был взят метод микрокапсули- 
рования ферментов [7]. В результате проведенных нами предварительных исследова- 
ний по изысканию оптимальных условий применения метода и его модификации отра- 
ботана схема инкапсулирования интактных клеток дрожжей (табл. 1).
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Количество включившихся в капсулы клеток определялось по разнице их исходно­
го и оставшегося в реакционной смеси и в промывных водах после промывки капсул 
количества.

Таблица 1 
Схема процесса инкапсулирования дрожжевых клеток

Этап Компоненты Концентрация Количество, 
мл

1 Дрожжевые клетки (паста) 0.3 г/мл 5
Полиэтилен пол и амин 1,5% 

1:1
5

Хлороформ — циклогексан 5

2

3

4

Дихлорангидрид себаииновой кислоты
Встряхивание при максимальной скорости на 

магнитной мешалке в течение 4 — 5 мин
Прекращение реакции поликонденсации добав­

лением избыточного количества смешанного 
раствора и предотвращение слипания капсул 
приливанием равного объема 50%-го раствора 
твин-20

Центрифугирование при 10000 об/мин 5 мин и 
промывание капсул попеременно водой и эта­
нолом

2'7о 5

Аланинацилазную активность проверяли по реакции деацилирования М-ацетил-ОЬ- 
аланина свободными или иммобилизованными клетками дрожжей. Инкубационная 
смесь: 100 мг клеток, 2 мл 0,2 М раствора субстрата в 0,1 М фосфатном буфере, pH 
7.0. Инкубирование при 37°, 2 часа. Активность выражали в мкМ образовавшегося 
Ь-а-аланина/г клеток/час.

Результаты и обсуждение. С целью подбора оптимального коли­
чества клеток, необходимого для инкапсулирования, было испытано 5 
концентраций клеток: 10, 20, 30, 50 и 100 мг/мл. При низкой концент­
рации их (табл. 2) в реакционной смеси происходит моментальное скле-

Таблица 2
Включение клеток в капсулы и их аланинацилазная активность

Количество биомас­
сы, мг сырого 

веса/мл

% включения 
клеток в кап­

сулы
Активность, мкМ Ь-а- 

аланпна/мл/час

10 90-95 капсулы не образо­
вались

20 90—92
30 80—84 66,2
50 80 69,0

100 75-84 77,5

ивание капсул в один комок; при концентрации, превышающей 20 мг/мл, 
образуются хорошо оформленные капсулы. Ацилазная активность по­
следних достаточно высока, однако отсутствует ярко выраженная корре­
ляция между активностью и количеством инкапсулированных клеток. 
Это говорит о том, что ферментативная активность капсул определяется 
лишь клетками, находящимися в пристенном слое мембран.

Из табл. 2 видно также, что в капсулы включается в среднем 80% 
клеток, а 20%—остается в промывных водах; чем ниже концентрация 
клеток, тем полнее включение.
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Изучено влияние pH субстрата от 4,0 до 9,0 на деацилирование 
ацилаланина инкапсулированными клетками дрожжей. Данные табл. 
3 свидетельствует о том, что реакция активно протекает в широком ин­
тервале pH 5,0—8,0, но оптимальным является pH 7,0.

Таблица 3 
Влияние значения pH реакционной 
смеси на ацилазную активность ин­
капсулированных клеток дрожжей

(18 час.)

Значение 
pH

Активность, мкМ 
Ь-а-алаиина/г 

клеюк/час

4,0 3,7
4,5 18,6
5,0 22,0
6,0 26,2
7,0 29,5
8.0 27,0
8,5 12,3
9,0 2.0

Влияние температуры инкубирова 
иия на ацилазную активность ии- 
капсулированных клеток дрожжей

Таблица 4

Температура, 
°С '

Активность, Ь-а-ала- 
нин, мг/мл

2 час. 5 час. 18 час.

.32 0,25 1,2 2.8
37 0,77 2,8 5,5
41 1,00 1,7 3,9
50 1,60 2,0 3,0

Зависимость активности инкапсулированных клеток дрожжей от 
температуры определялась в условиях периодического инкубирования 
при 32, 37, 41 и 50°. Данные табл. 4 показывают, что оптимальной тем­
пературой через 2 часа инкубирования является 50°, но уже через 5 час. 
наблюдается ингибирование реакции деацилирования повышенной тем­
пературой и оптимальной является 37°. При 32° активность клеток 
дрожжей заметно понижена.

Рис. Активность колонки с инкапсулированными клетками дрожжей при 
непрерывном деацилировании ацилаланина.

В условиях непрерывного деацилирования субстрата был проведен 
длительный опыт в колонке размером 12X1,5 см при 37° с 5 г инкапсу­
лированных клеток дрожжей. Через колонку пропускали 0,02 М рас­
твор ацилаланина, pH 7,0, со скоростью 5—6 мл/час. Активность ко­
лонки измеряли периодически по объему проходившего раствора и со­
держанию в нем Ь-аланина. В этих условиях активность сохранялась
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продолжительное время. Разброс точек на кривой (рис.) свидетель­
ствует о том, что скорость протекания субстрата на протяжении опыта 
не была постоянной. При общей продолжительности опыта 50 суток 
активность колонки снизилась почти на 50%.

Из рис. также видно, что отсутствует индукционный период, кото­
рый при использовании дрожжей, иммобилизованных в полиакрила­
мидный гель, продолжается 4—5 суток. Это говорит о том, что инкап­
сулированные в полиамидные мембраны клетки ведут себя как свобод­
ные. Об этом свидетельствует и одинаковая активность свободных и 
инкапсулированных клеток—в среднем 100 мкМ/г клеток/час.

Следовательно, иммобилизация дрожжевых клеток инкапсулирова­
нием в полиамидные мембраны позволяет получать капсулы размером 
0,1 — 1 мм, которые обладают прочностью и стабильностью. При пе­
риодическом инкубировании они сохраняют первоначальную активность 
при многократном повторном использовании после промывки, а при 
непрерывном-—она сохраняется в течение 50-ти суток.

Институт микробиологии АН АрмССР Поступило 12.VII 1979 г.

ՆԵՐԿԱՊՍՈԻԼԱՑՎԱԾ ՇԱՔԱՐԱՍՆԿԱՅԻՆ ԲՋԻՋՆԵՐԻ 
ԱՄԻՆԱՑԻԼԱՋԱՅԻՆ ԱԿՏ ԻՎՈ ԻԹՅՈԻՆԸ

Ե. Ն. ՄԱԿԱՐՈՎՍ., II. Р. ՄԵԷՔՈՆՑԱՆ, Լ. II. ՄԱՐԿՈՍՅԱՆ

Ալտն ին ա ց ի լա զի պրոդուցենտ շաքարասնկերի բջիջները ներառվել են 
պոլիամիդալին կապսուլների մեջ։ Հետազոտվել են բջիջների քանակի, ֆի­
զիոլոգիական վիճակի, թ14-/' և պոլիմ երիզա ցի ոն խառնուրդի բաղադրիչնե­
րի կոնցենտրացիայի փոխհարաբերության ազդեցությունը ն ե ր կա պ ս ո ւլա ց - 
ված բջիջն երի ա լան ինա ց ի լա զա յին ակտիվության վր ա ։ /7 ւս ոլմն ա սիրվել են 
նաև ստացված կա պս ուլն ե ր ի կայունությունը, մեխանիկական ամ ր ություն ըր

Հաստատված է, որ ն ե ր կա պ ս ո ւլա ց վա ծ և նատիվ շաքարասնկային բջիջ՝ 
ների ացիլաղային ակտիվությունը չի տարբերվում ինկուբացիայի հետևյալ 
պ ա (մ անն ե ր ո ւմ. ջերմաստիճանը' 37, ]յ!՜1֊Հ7 6,0— 8,0, սուբստրատի քանա­
կը' 0,05—0,2ի'\։ Ս ուբս տ ր ա տ ի տրանսֆորմացիայի անընդհատ պրոցեսը տե­

վում է 50 օր։

ALANINEACYLASE ACTIVITY OF THE ENCAPSULATED YEASTS

E. N. MAKAROVA. A. B. MELKON1AN, L. S. MARKOSIAN

The incapsulation of yeast cell producing alanlneacylase has been 
achieved by the use of polyamides. Immobilized and incapsulated yeast 
cells maintain their alanlneacylase activity during 50 days under pH 
6,0—8,0, 37° in continuous as well as periodic flow of substrate at con­
centrations of 0,05—0,2 M.
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ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ ՀԱՆԴԵՍ 
БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

XXXII, 9,՜?979

УДК 612.821.6

СИСТЕМНЫЙ АНАЛИЗ СТРУКТУРНОЙ ОРГАНИЗАЦИИ 
ДВИГАТЕЛЬНОГО АКТА В ЦЕЛЕНАПРАВЛЕННОМ ПОВЕДЕНИИ 

(Методологические и экспериментальные аспекты)

Г. Е. ГРИГОРЯН

Теоретическое и экспериментальное исследование структурных основ условных 
рефлексов и узловых этапов функциональных систем двигательного акта в целенаправ­
ленном поведении различного характера и сложности решения двигательных и логи­
ческих задач показало, что системный подход с позиции мультипараметрического ана­
лиза повеления и среды является более адекватным и перспективным.

Приступая к экспериментальной разработке естественно-научных 
основ «душевной деятельности» высших животных, И. П. Павлов от­
мечал: «...в сущности интересует нас в жизни только одно: наше психи­
ческое содержание» [12]. Для решения этой задачи необходимо было 
найти такое «элементарное психическое явление» организма, которое 
целиком, с полным правом могло бы считаться вместе с тем «чистым 
физиологическим явлением». И, изучая строго объективно условия его 
возникновения и развития, получить объективную физиологическую 
картину всей высшей нервной деятельности (ВНД) животного. Это яв­
ление, как известно, было найдено и обозначено термином условный 
рефлекс (УР) или временная нервная связь. По представлению И. П. 
Павлова, временная связь как универсальнейшее физиологическое яв­
ление вместе с тем и психическое, то, что психологи называют ассоциа­
цией. «Здесь,—считал он,—имеется полное слитие, полное поглощение 
одного другим, отождествление» [12].

Рефлекторный принцип, лежащий в основе павловской концепции 
ВНД, учитывает прежде всего зависимость этой деятельности от внеш­
ней среды, обусловленность ее внешней причиной (аналитический кау- 
зализм). И в этом смысле рефлекторная теория является фундамен­
тальным достижением в материалистическом понимании психической 
деятельности человека. Однако на этой основе невозможно, к сожале­
нию, удовлетворительно объяснить сложные самоуправляемые формы 
поведения [2, 6, 13]. Такие категории активно-приспособительной дея­
тельности, как «цель», «принятие решения», «поиск», направляемый 
внутренней потребностью (мотивацией) организма, «целеосуществле- 
ние», «оценка» результатов совершенных действий и т. д., которые 
определяют все наше разумное поведение, не имеют своих эквивален­
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ТОВ в схеме УР. Эти моменты, по крайней мере, не входят непосредствен­
но в понятие рефлекса и не нашли своего отображения в самой логике 
рефлекторной теории [2, 13].

Отмеченные выше психологические феномены отражают процессы, 
относящиеся не только к центральной нервной системе и к поведенчес­
кому акту, ио и 'К организму в целом. Л такие нейрофизиологические 
процессы, как условное возбуждение и торможение, двусторонность вре­
менных связей, доминанта, конвергенция возбуждений и многое другое 
представляют собой частные процессы. Последние характеризуют об­
щее функциональное состояние клеточных популяций различных цент­
ров или отделов мозга, являясь средствами достижения интеграции, но 
не объясняют самую интеграцию в масштабе целого организма, ибо 
она как принцип должна получить четкую физиологическую архитек­
туру со всеми ее узловыми механизмами, присущими только ей и не при­
сущими ее частям [2, 6]. Следовательно, естественный ход развития 
научного мышления, стратегии привел к тому, что при аналитическом 
подходе к изучению поведения глобальные психические процессы со­
поставлялись с частными нейрофизиологическими процессами. Иначе 
говоря, ученые о ВИД в трактовке физиологических механизмов психи­
ки исходило из традиционного представления о тождестве УР и поведе­
ния. Предполагается, что «...именно в этом пункте появилась возмож­
ность исключить психическое из анализа поведения, так как психика — 
это нечто «сверх» суммы чисто нервных функций, а потому, казалось, и 
«сверх» поведения» [15].

При дальнейшем исследовании проблемы локализации УР многие 
ученые [1, 3, 14], рассматривая замыкательные, анализаторные и пус­
ковые механизмы различных отделов мозга (подвергаемых удалению 
или разрушению) и ограничиваясь описанием состояния условно- и без­
условно-рефлекторной регуляции собственно двигательной активности 
животного, оставили, к сожалению, без должного внимания вопрос о 
возможной роли изучаемых ими структур мозга в психической функ­
ции.

Таким образом, несоответствие между сложностью объекта иссле­
дования и средствами классического анализа привело к необходимости 
принципиально нового—с и с т е м н о г о подхода к исследованию пове­
дения, нашедшего свое воплощение в теории функциональных систем 
[2]. Большая эвристическая сила этой теории заключается в том, что 
она преодолевает недостаточность рефлекторного принципа, исходя в 
своих концептуальных построениях из единства внутренней активности 
организма и целенаправленности его поведения и вместе с тем обуслов­
ленности его внешней средой [13].

Следует, однако, заметить, что сама теория функциональных сис­
тем (ФС) возникла не на голом месте. Она выросла из самой рефлек­
торной теории, являясь дальнейшим ее развитием—синтетическим эта­
пом исследования вид.
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Как новый логический уровень познания законов формирования по­
ведения, концепция ФС объединяет в себе каузально-аналитический и 
системный (вероятностный) подходы в изучении как УР, так и поведе­
ния различных характера и сложности. В этом и универсальность тео­
рии ФС и «внутренней операциональной архитектоники» самой ФС как 
единицы интеграции функций целостного организма, по принципам ко­
торой формируются любые поведенческие акты, заканчивающиеся по­
лезным приспособительным результатом. С этой точки зрения для сис­
темного анализа поведения (в отличие от аналитического) адекватна 
постановка вопроса: почему и как выполняет животное заученное 
движение, вместо что может, а что не может, при дефиците сенсор­
ной информации, т. е. насколько эффективно удовлетворяется конкрет­
ная потребность животного в данной ситуации при тех или иных струк­
турных недостатках мозга; иначе говоря, встает вопрос об оценке ка­
чества достигнутого результата действия. Этот важнейший аспект по­
ведения, к сожалению, не учитывался многими исследователями до пос­
леднего времени при разработке проблемы структурных основ поведе­
ния. Это и естественно, поскольку понятие УР классического типа не 
предполагает результат—главный организующий фактор ФС поведен­
ческого акта.

Изучение структурных основ приобретенных форм индивидуально­
го поведения с позиции теории ФС и «мультипараметрического анали­
за поведения и информационной среды» [4, 6] позволило вскрыть ряд 
новых сторон в функции спинального, таламического и коркового отде­
лов двигательного анализатора, неспецифической системы таламуса, 
неостриатума, адрено- и холинореактивных структур и других образова­
ний мозга. Показано, что принципы организации ФС поведенческого 
акта являются основой интегративной деятельности указанных струк­
тур. Но вместе с тем различная степень локализации предполагаемых 
морфо-функциональных предпосылок построения УР и ФС поведения в 
разных звеньях систем анализаторов, мотивации и конечных путей по­
зволяет предполагать неодинаковую ответственность мозговых струк­
тур в решении двигательных и логических задач. В этой связи кажется 
не случайной превалирующая роль именно ассоциативных структур ко­
ры (собственно лобные поля, моторные области, вторая соматосенсор­
ная зона и др.), таламической неспецифической системы, стриарных 
ядер и других образований в выполнении логических программ: «при­
нятие решения» к целенаправленному поведению и «оценка» результа­
тов совершенных действий. Большая емкость гетеросенсорной и сен­
сорно-биологической конвергенции нейронов этих структур мозга явля­
ется, вероятно, одной из возможных предпосылок, определяющих их 
значимость в процессах построения собственно логических программ 
поведения.

У собак без моторных областей неокортекса или с разрушенными 
неспецифическими ядрами таламуса (вентральное переднее, парафас- 
пикулярное, ретикулярное и др.) формирование структур временных 
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связей в двигательном УР «простой побежки» происходит практически 
в те же сроки тренировки, что и у интактных животных (в первом же 
опыте после 3—5-ти подкреплений). Однако значительно затрудняется 
процесс становления ФС поведенческого акта с активным выбором сто­
роны пищевого подкрепления (опыты с двумя кормушками), осуществ­
ляемого в условиях неопределенности появления соответствующих сиг­
налов. Медленно протекают также процессы коррекции ошибок и диф­
ференцирования положительных условных раздражителен, особенно у 
животных с двусторонним удалением медиальных таламических ядер. 
Эти данные свидетельствуют о недостатках в механизме афферентного 
синтеза, сличения опережающего комплекса возбуждений с информаци­
ей о реально полученных результатах, а также нарушений процессов 
«принятия решения» к целенаправленному действию. Опыты с отсро­
ченным выбором показали, что у таламотомированных животных осла­
бевает и функция аппарата краткосрочной условнорефлекторной памя­
ти—сокращается время отсрочки. На основе сравнительного исследо­
вания роли специфических и неспецифических ядер таламуса было уста­
новлено, что неспецифические структуры более ответственны за постро­
ение и реализацию собственно логических программ ФС целенаправ­
ленного поведения, чем специфические релейные ядра таламического 
отдела двигательного анализатора. Складывается впечатление, что 
одновременное функционирование обеих моторных областей неокортек- 
са и медиальных ядер зрительных бугров является важным условием, 
обеспечивающим пространственное различение и синтез гетеромодаль- 
ных пусковых и обстановочных сигнальных возбуждений, а также вы­
бор направления действия.

Аналогичные данные были получены в опытах с аминазиновой и 
атропиновой блокадой адрено- и холинореактивных структур ретику­
лярной формации и десимпатизацией мозга. При максимуме действия 
препаратов (1 —1,5 и 0,05—0,1 мг на кг соответственно через 45 и 15 мин 
после введения) УР локального избегания болевого раздражения ока­
зались полностью утраченными. В свободной обстановке простая ори­
ентированная побежка к кормушке осуществлялась так же успешно, 
как и в контрольных опытах. Однако пробы с активным выбором по­
казали явные нарушения в ВИД—снижение на 35—40% точности вы­
полнения заученной ранее программы—выбора адекватно сигнализиру­
емой стороны подкрепления (рис.). Таким образом, адрено- и холино­
реактивные структуры ретикулярной формации мозга, по всей вероят­
ности, также участвуют в формировании логических процессов ФС пи­
щенаправленного поведения.

Об определенном градиенте чувствительности разных функциональ­
ных параметров двигательных УР и психической деятельности свиде­
тельствуют также эксперименты с удалением стриарных образований 
мозга. Односторонняя каудатэктомия у собак избирательно блокирова­
ла временную связь в локальных УР избегания и пищедобывания конт­
ралатеральной конечности. В то же время общедвигателыю-пищедо- 
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бывательные УР (побежка к кормушке), выработанные на те же сиг­
нальные стимулы, продолжали реализовываться без заметных измене­
ний. Предъявление более сложной программы действия (опыты с дву­
мя кормушками) выявило, однако, существенный дефицит в правильно­
сти выбора стороны пищевого подкрепления. Значительно увеличива­
лось число ошибочных реакций (до 70%), хотя двигательные УР к од­
ной и другой кормушке сохранились полностью. После выравнивания 
отмеченных недостатков пробы с отсроченным выбором продолжали еще

Рис. Влияние адрено- и холиноблокаторов на активный выбор стороны 
подкрепления. А—опыт с аминазином (1 мг на кг внутримышечно). По 
оси ординат—величина правильных ответов. В каждой тройке столбиков: 
левый—выбор левой кормушки па тон 400 гц, средний—выбор правой кор­
мушки на тон 1000 гц, правый—дифференцирование положительных сигна­
лов. 1—контроль, 2—через 15 мин, 3—30 мин, 4—45 мин, 5—3 час. 6—на 
следующий день после введения аминазина. Б—опыт с атропином (0,05 мг 
на кг подкожно). 1—контроль, 2—через 15 мин, 3—;26 мин, 4—3 час., 5— 

на следующий день после введения атропина. Остальные обозначения те же.

выявлять серьезные нарушения в функции аппарата памяти, выражаю­
щиеся в сокращении времени отсрочки по сравнению с контрольными 
данными.

Таким образом, полученные факты позволяют заключить, что роль 
подкорковых образований мозга в организации двигательного акта в 
целенаправленном поведении нельзя свести лишь к механизму поддер­
жания бодрого состояния коры мозга посредством активирующего вли­
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яния, как это нередко постулируется в литературе. Такое представле­
ние соответствует классической концепции локализации временной свя­
зи, согласно которой замыкательная способность является прерогати­
вой лишь неокортекса. Если стать на эту точку зрения, то следует при­
знать, что в коре (и только в коре) существуют специальные, анатоми­
чески обособленные аппараты интеграции произвольной деятельности 
самого различного характера и сложности. Однако такая трактовка 
вопроса противоречит, прежде всего, фундаментальным закономерно­
стям эволюции замыкательной и интегративной функции центральной 
нервной системы [10, И]. Она, кроме того, не укладывается в пред­
ставление об организации и деятельности мозга как системы в пос­
троении целенаправленного поведения [4—9]. Если даже признать за 
подкорковыми структурами мозга только «энергизирующую» функцию, 
то сразу же возникнут трудности в понимании механизмов нарушений 
ФС поведения при отмеченных поражениях мозга. В самом деле, по­
чему центрально деафферентированная кора у одной и той же особи 
после таламо- или каудатомии либо выключения адрено- и холиноре­
активных структур мозга, а также после рассечения таламо-кортикаль- 
ных систем связей двигательного анализатора по одним параметрам 
УР или ФС практически оказывается полноценной, а по другим менее 
полноценной или же вовсе недеятельной?

Вышеприведенные данные и теоретические положения позволяют 
допустить, что причины временных, но столь разнообразных нарушений 
узловых механизмов ФС целенаправленного поведения связаны, очевид­
но, не только и не столько со снижением общей функциональной актив­
ности коры, сколько с дезорганизацией выработанных межцентральных 
координаций структурных элементов «внутренней операционной архи­
тектоники» данной ФС.

Сравнительный мультппараметрический анализ структурных основ 
\Р и ФС поведенческого акта позволил выявить, так сказать, многопро- 
фильность специализации и в то же время некоторую общность органи­
зации интегративной функции изученных нами структур мозга. Они 
проявляются как в условнорефлекторной регуляции собственно двига­
тельной активности животного, так и в формировании ц выполнении не­
которых элементарных форм рассудочной деятельности. Но для выяв­
ления причастности мозговых структур к решению логических задач 
контроль за состоянием только условнорефлекторной двигательной ре­
акции животного не достаточен. Иными словами, методы выработки 
классических и простых оперантных форм УР не в состоянии выявить 
в полной мере психические функции мозга и организма в целом, поэто­
му они малорезультативны в решении подобных задач.

Сравнительный мультипараметрический анализ поведения пока­
зал неодинаковое структурное и нейрохимическое обеспечение механиз­
мов центральной интеграции УР и ФС поведенческого акта различного 
моторного, мотивационного проявления и решения логических задач 
разной сложности; УР является, действительно, частным случаем опе­
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рациональной архитектоники ФС поведения, которая является универ­
сальной закономерностью как для сложных функций мозга, так и эле­
ментарных жизненных процессов организма.

Экспериментальный и теоретический анализ УР и ФС поведенчес­
кого акта подтверждает справедливость концепции [4, 9] о мультипа­
раметризации поведения и информационной среды как о фундаменталь­
ном и перспективном тактическом средстве адекватной оценки струк­
турных, функциональных и нейрохимических основ приобретенных форм 
поведения.

Институт зоологии АН АрмССР Поступило 17.1 1979 г.

ՆՊԱՏԱԿԱՍԼԱՑ ՇԱՐԺՈՒՄՆԵՐԻ ՍՏՐՈՒԿՏՈՒՐԱՅԻՆ 
կազմության սիստեմային անալիզս

Դ. Ե. ԳՐԻԳՈՐՅԱՆ

Ն ա տ ա ր վա ծ փորձերը հիմք են տալիս եզրակացնելու, որ գլխ ուղե ղի են֊ 
թակեղևային մի շարք գոյացություններ մասնակցում են ինչպես մամանա- 
կավոր ներվային կապերի մշակման, այնպես կլ «ֆունկցիոնալ սիստեմների» 
հանգուցային մեխանիզմների կազմավորման գործում ։ Մասնավորապես 
ցույց է տրված, որ կեղևի շա րժ ողա կան կ են սւ ր ոնն ե ր ր, թ ա լամ ուս ի ոչ սպեցի­
ֆիկ ներվային զանգվածները, ստրիատումր մասնակցում են ոչ միայն մկա­
նային շարժումների կարգավորման գործում, այլև որոշակի ղեր են կատա­
րում բարձրագույն կենդանիների տրամաբանական պրոցեսներում։

SYSTEM ANALYSIS OF STRUCTURAL ORGANIZATION OF THE 
MOTOR ACTS IN SINGLE-MINDED BEHAVIOUR

Q. E. GRIGORIAN

The comparative investigations of structural principles of conditio­
ned reflexes and main stages of functional system has been carried out. 
It has been established that some cortical and subcortical structures of 
the brain participate as in organization of motor activity as well as in 
some elementary „logical functions" of higher animals.
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ОСОБЕННОСТИ ИОННОГО ОБМЕНА У ESCHERICHIA COLI

С. С. ДУРГАРЬЯН

Показано влияние температуры гипертонического отмывочного раствора на после­
дующее перемещение ионон калия через мембраны Е. eoli. Скорость пассивного вы­
хода ионов калия прямо пропорциональна возрастанию его концентрации во внешней 
среде. Скорость глюкозозависимого поглощения ионов калия почти в три раза превы­
шает максимальную скорость пассивного истечения. Длительная преинкубация бак­
терий в среде без глюкозы ведет к слиянию первой и второй фаз поглощения ионов 
калия. В щелочных средах с pH, превышающих 9,0, наблюдается секреция протонов, 
поглощение катионов тетрафенилфосфиния и удержание ионов калия клетками Е. coli 
в отсутствие источников энергии. Результаты позволяют предположить, что процес­
сы ионного обмена у Е. coli связаны не только с деятельностью протонно-калиевого 
насоса.

Экспериментально показано, что от осмотического давления внеш­
ней среды зависят как скорость поглощения ионов калия бактериями 
Е. coli, так и их внутриклеточное содержание [10, 15]. Поглощение 
ионов калия клетками Е. coli в щелочных средах происходит в две фа­
зы [1]. Первая фаза энергозависимого поглощения осмочувствитель- 
на: ее длительность, а также количество поглощенного в этот период 
калия прямо пропорциональны величине положительного осмотическо­
го шока [7]. При отрицательном осмотическом шоке первая фаза по­
глощения сменяется фазой выхода ионов калия, несмотря на наличие 
глюкозы в экспериментальной среде, а количество вышедшего калия 
тем больше, чем сильнее отрицательный осмотический шок [3, 7]. В то 
же время поглощения ионов калия у Е. coli при положительном осмо­
тическом шоке не наблюдается, а наоборот, имеет место истечение ка­
лия из клеток, если в инокулированной среде нет источника энергии [4]. 
В предыдущих работах изучалось влияние внешних факторов на харак­
тер поглощения ионов калия у Е. coli- [4, 8]. Определялось количест­
венное соотношение потоков ионов водорода и калия, чувствительных к 
NjN'-дициклогексилкарбодиимиду. На основе этих данных была пред­
ложена модель осморегулируемого элекгрогенного протонно-калиевого 
насоса [5, 9]. В настоящую статью вошли результаты экспериментов, 
полученные нами в процессе изучения ионного обмена у Е. coli. Неко­
торые из них еще не нашли полного объяснения и именно поэтому пред­
ставляют самостоятельный интерес.
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Материал и методика. Методика выращивания клеток Е. соН К-12 (X), подготов­
ки их к опыту, измерения активности Н+ и К катионселективными электродами и 
величины мембранного потенциала по распределению тетрафенилфосфония (ТФФ ••) 
описана ранее [2, 3, 5, 7].

Результаты и обсуждение. Колебание температуры ростовой среды 
для Е. соИ в пределах от 22° до 30° не оказывает влияния на катионное 
содержание клеток [10]. Однако быстрое охлаждение оактерий мо­
жет вызвать сильное изменение внутриклеточного состава. Предпола­
гается, что при изоосмотическом холодном шоке происходит кристалли­
зация растворимых липидов внутри мембраны, что способствует воз­
никновению гидрофильных каналов, облегчающих истечение накоплен­
ных субстратов из клеток [14].

Изучение проницаемости мембран у Е. соН на основе анализа со­
держания ионов калия в клетках проводилось в широком диапазоне 
температур от 0° до 45°. Показано, что чувствительность бактерий к 
изменению температуры окружающей среды более вариабельна при пе­
реходе от штамма к штамму и от культуры к культуре, чем осмочув 
ствительность [10, 12, 13]. Ледер исследовал одновременное воздей­
ствие температурного и осмотического шоков на клетки Е. соИ и уста 
повил, что гиперосмотическая отмывка бактерий предохраняет их от 
холодного шока, т. е. отмывка бактерий при низких температурах 
растворами высокой тоничности способствует удержанию накопленных 
клепкой субстратов [14].

Воздействие холодной отмывки бактерий на выходящий поток ка­
лия проявляется при сопоставлении результатов, приведенных на рис. 1

Рис. 1. Влияние охлаждения бактериальной 
суспензии на выходящий поток калия. 3— 
бактерии отмывались 400 мМ раствором 
сахарозы при 3—5°. 2—бактерии отмыва­
лись в 430 мМ растворе сахарозы при ком­
натной температуре. 1'—отмывка бактерий 

в 400 мМ растворе сахарозы при комнат­
ной температуре. Активность калия в экс­
периментальной среде 1 мМ, pH 8,2, со­

держание глюкозы 50 мМ.

В первом случае (кривая 3) клетки Е. соП в процессе отмывки в гипер­
тоническом растворе сахарозы осаждались центрифугированием при 
низкой температуре (3—5°). После перенесения бактерий в экспери­
ментальную среду с меньшей тоничностью (345 мосМ) при 37°, т. е. при 
одновременном создании температурного и отрицательного осмотичес­
кого (—55 мосМ) шо1ков, в течение первых 10—15 мин ионы калия с 
очень высокой скоростью покидают клетки. Во втором случае (кривая 
2) клетки подвергались большему отрицательному осмотическому шоку
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(—85 мосМ), но вся процедура подготовки бактерий велась при комнат­
ной температуре.

При положительном осмотическом шоке, но в отсутствие источника 
энергии наблюдается замедляющийся со временем выход ионов калия 
из клеток (рис. 2). Уменьшение скорости истечения ионов калия пря­
мо пропорционально возрастанию его концентрации во внешней среде. 
Такая линейная зависимость свидетельствует о пассивном характере 
наблюдаемого процесса. Очевидно, выход ионов калия является след

Рис. 2. Сравнение скоростей пассивного и глюкозозависимого переносов 
ионов калия. Г—добавка глюкозы. pH среды 7,95.

ствием большого концентрационного градиента и приблизительно к сотой 
минуте почти полностью прекращается, что обусловлено, вероятно, вы­
равниванием концентраций свободною калия внутри и снаружи клетки 
(5мМ). Расчетная величина внутриклеточной концентрации калия в ну­
левой момент времени по количеству вышедшего калия равна 1250 мМ. 
Эта цифра в несколько раз превышает встречающиеся в литературе дан­
ные, равные ~ 250 мМ [6, 10].

Причины такого расхождения, вероятнее всего, связаны с самим 
способом определения [К]внугр- В наших расчетах использовалась кон­
центрация бактерий, определяемая методом высева на твердые пита­
тельные среды с последующим подсчетом колоний [4]. Известно, что 
не все клетки в популяции жизнеспособны, т. е. могут образовывать ко­
лонии на питательной среде. В общее число клеток входят также мер­
твые или поврежденные клетки (сферопласты), не поддающиеся учету 
при применении этого метода.
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Как видно из рис. 2, добавка глюкозы вызывает поглощение калия, 
составляющее в пике около 2 мМ, при этом внутриклеточное содержа­
ние калия возрастает, по нашим оценкам, до 700 мМ. Скорость энерго­
зависимого поглощения ионов калия на участке кривой в интервале 
120—130 мин почти в три раза превышает максимальную скорость пас­
сивного выхода.

Уместно напомнить, что после введения глюкозы перемещение ио­
нов калия с такой высокой скоростью происходит против концентраци­
онного градиента, что подтверждает гипотезу активного переноса К 
через бактериальную мембрану [5, 9, 11].

При сравнении характера поглощения ионов калия бактериями, по­
лучившими глюкозу через 25 и 125 мин после инокуляции среды, обна 
руживается сглаживание перехода первой фазы во вторую (рис. 3)

/7л 
нН

'.О-

г.о-

з.0 

и

5.0-

Рис. 3. Изменение характера перехода первой фазы поглощения ионов ка­
лия во вторую. Положительный осмотический шок 420 мосМ, pH 7,8, 

активность калия 1 мМ, Г—добавка глюкозы.

В серии опытов, в которых глюкоза вводилась через 20—80 мин, ап­
пликация ее вызывает немедленную секрецию протонов, тогда как на­
чало поглощения ионов калия несколько запаздывает. Время задерж­
ки, определенное по семи опытам, в среднем равно 1 мин (рис. 4а). В 
контрольных измерениях установлено, что в тех же условиях добавка 
разбавленной соляной кислоты вызывает одновременное изменение по­
казаний электродов, исключающее приборную ошибку (рис. 46).

При истощении запаса энергии во внешней среде секреция кислоты 
у Е. соН прекращается и ионы калия начинают покидать клетки. В ще­
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лочных средах (pH 7,2—8,0) после завершения гликолиза pH раствора 
не меняется. Если же в момент истощения запаса глюкозы pH окру­
жающей среды лежит в области 6,0—6,5, то наблюдается защелачива­
ние экспериментального раствора, т. е. имеет место перенос ионов во­
дорода через бактериальную мембрану внутрь клетки. При повторной 
аппликации глюкозы можно опять наблюдать закисление среды.

Считается, что у Е. соН внутриклеточное значение pH поддержива­
ется на уровне 7,6—7,8 [16]. Таким образом, в кислых средах создает­
ся трансмембранный градиент pH порядка 1,0—2,0 единиц pH, и ка-

Рис. 4. Рис. 5.

Рис. 4. Задержка начала поглощения ионов калия относительно секреции 
протонов после введения глюкозы (Г): а. эффект запаздывания, б. контроль.

Рис. 5. Кинетика ионного обмена у Е. соН в щелочной среде (pH 9,0).
Активность калия 1 мМ, Б—добавка бактерий, Г—добавка 20 мМ глюкозы.

жется вполне естественным пассивный вход протонов в клетку по кон­
центрационному градиенту. Интересно, что этот процесс нами ни разу 
не наблюдался в начале опыта. Сравнение потоков ионов входящего 
водорода и выходящего калия не дает устойчивого количественного со­

отношения, но обычно Лн+ » Лк+ . А скорость защелачивания среды 
приблизительно в 2—3 раза меньше скорости секреции протонов при 
гликолизе. _

Когда начальное значение pH наружной среды близко к 9,0, то 
ноны водорода могут секретироваться клеткой в окружающую сре­
ду и при отсутствии в ней глюкозы (рис. 5). Несмотря на отсут­
ствие в экспериментальном растворе источника энергии, в течение 
первых четырех минут после инокуляции наблюдается закисление внеш­
ней среды. После резкого начального скачка, связанного с внесением 
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дополнительного количества калия с отмывочным раствором бактерий, 
концентрация калия сохраняется на одном уровне. Иными словами, 
перемещение этих ионов через мембрану обнаруживает тесную вре­
менную связь: в период секреции протонов ионы калия удерживаются 
клетками.

Одновременно зарегистрировано значительное поглощение ТФФ՛, 
приписываемое наличию в этот период разности электрических потен­
циалов (отрицательной внутри) на мембране Е. coli порядка [—160] мВ. 
Как только прекращается закисление среды, ионы калия начинают по­
кидать клетку. Аппликация глюкозы вызывает секрецию протонов и 
поглощение ионов калия; судя по выходу ТФФ 4 из клеток, мембранный 
потенциал при этом несколько снижается.

Ереванский физический институт Поступило 31Л 1979 г.

ESCHERICHIA COLI ՅՈՆԱՅԻՆ ՓՈԽԱՆԱԿՈՒԹՅԱՆ 
ՅՈՒՐԱՀԱՏԿՈՒԹՅՈՒՆՆԵՐԸ

I). Ս. ԴՈԻՐԳԱՐ5ԱՆ

Հետազոտման տվյալները հանգեցնում են այն եզրակացության, որ յո~ 
նային փ ո իյ ան ա կութ յան պրոցեսները աղիքային ցուպիկի մոտ կապված են 
ոշ միալն պրոտոն կալիումի պոմպի գործունեության հետ։

PECULIARITIES OF ION EXCHANGE IN ESCHERICHIA COLI
S. S. DURGARYAN

Presented experimental data have indicated that the ion exchange 
processes in E. coll may be connected not only with proton potassium 
pump action.
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ФЕНОЛУСТОЙЧИВЫЕ МОЛОЧНОКИСЛЫЕ 
АЦИДОФИЛЬНЫЕ СТРЕПТОКОККИ

Л. А. ЕРЗИНКЯН. М. Ш. ПАХЛЕВАНЯН, Л. М. ЧАРЯН, 
Л. Г. АКОПЯН, Р А. МАДОЯН

Получены фенолустойчивые формы молочнокислых стрептококков, которые раз­
виваются в молоке, содержащем 0,4% фенола, что имеет важное значение и является 
основным признаком их приживаемости в желудочно-кишечном тракте человека и жи­
вотных. Выделенные ацидофильные молочнокислые стрептококки по фенолустойчи- 
востп не уступают ацидофильной молочнокислой палочке Моро. Приводится морфо­
физиологическая характеристика выделенных штаммов.

В 1900 г. Моро [7], изучая микрофлору фекалий новорожденных 
детей, впервые обнаружил палочковидные формы молочнокислых бак­
терий. Однако при высеве их на обычные питательные среды он не 
смог добиться роста этих бактерий. Ему удалось вырастить их на кис­
лых питательных средах. Учитывая это свойство, он назвал их кисло­
толюбивыми бактериями, дав им название Bacillus acidophilus. С тех 
пор под названием ацидофильных молочнокислых бактерий подразуме­
вают только палочковидные формы бактерий, которые, как правило, яв­
ляются фенолустойчивыми.

Ацидофильные молочнокислые стрептококки представляют боль­
шой практический интерес. Они обладают высокой активностью кис- 
лотообразования и устойчивостью к высоким концентрациям фенола, 
что является одним нз признаков выживаемости их в желудочно-ки­
шечном тракте человека и животных.

Фенолустойчивые молочнокислые бактерии проявляют выражен­
ную устойчивость к антибиотикам и химиотерапевтическим препаратам 
и обладают широким антимикробным спектром действия.

В результате многолетних исследований большого числа штаммов 
и на основании изучения морфо-физиологических свойств молочнокис­
лых стрептококков нами обнаружены фенолустойчивые формы, кото­
рые выгодно отличаются от обычных молочнокислых стрептококков, 
объединяемых в вид Str. lactis.

Материал и методика. Работа проводилась с 5 штаммами фенолустойчивых форм 
молочнокислых стрептококков, полученных из кисломолочных продуктов и силоса. Из 
них два штамма молочнокислых стрептококков были идентифицированы по определи­
телям Берге [6] и Красильникова ["3] как представители Str. thermophilus п. var 
acidophilus.

Кислотообразование определялось в градусах Тернера, летучие кислоты—микроме- 
тодом по Гаммеру, устойчивость к антибиотическим, химиотерапевтическим препара­
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там И фенолу—шо Ерзинкяну [1], поваренной соли-по Квасникову [2], антимикроб­
ная активность—реДуктазным и чашечным методами [5]. Биосинтез витаминов груп­
пы В и аскорбиновой кислоты в сквашенном молоке определяли методами, разработан­
ными на кафедре молочного дела Сельскохозяйственной академии им. К. А. Тимиря­
зева [4] (биотин—микробиологическим, а рибофлавин, холин, фолиевая и аскорбино­
вая кислоты—химическими методами).

Результаты и обсуждение. На основании результатов наших иссле­
дований морфо-физиологическая характеристика исследованных штам­
мов может быть представлена в следующем виде.

Молочнокислые ацидофильные стрептококки .являются неподвиж­
ными, грамположнтельными, факультативно анаэробными клетками, 
расположенными в короткие и длинные цепочки. Встречаются единич­
ные кокки и диплококки. Растут на жидких и агаризованных средах 
на основе гидролизованного молока, молочной сыворотки и капустного 
экстракта, а также на МПА с добавлением 2% сахарозы, глюкозы, лак­
тозы. При поверхностном посеве на агаризованных средах колонии 
мелкие, округлые, с диаметром от 63 до 210 мк. Цвет их от светло-мо- 
лочного до матового. При глубинном посеве колонии очень мелкие, не­
видимые невооруженным глазом, овальные, с выростами величиной от 
21X21 до 63X42 мк.

Таблица 1
Образование летучих кислот молочнокислыми ацидофильными стрептококками 

(инкубация при 37°)

№№ 
штаммов Источник выделения Количество летучих кислот в ДЧ* на

2-е сутки 7-е сутки

26
Кисломолочные про­

дукты 2,13 2,35
27 я 2,52 2,60

305 2,01 2,22
307 ■ 2,22 2,82
14/20 Силос 2,23 2,25

* ДЧ—дистилляционное число или количество децинормальной щелочи в мл, рас­
ходуемой на титрование 100 мл дистиллята.

Минимальная температура роста культур—21— 25°, оптимальная— 
36—38°, максимальная—50—58°, летальная—72°. Молоко створажи­
вают со дна, образуя плотный однородный сгусток с максимальной кис­
лотностью до 134°Т. Время сквашивания молока 9—12 час.

По своим биохимическим свойствам принадлежат к гомофермента- 
тивным молочнокислым бактериям.

На 7-е сутки развития дистилляционное число (ДЧ) летучих кис­
лот составляет 2,82 (табл. 1). Выделенные и изученные нами штаммы 
молочнокислых ацидофильных стрептококков являются активными об- 
разователями витаминов группы В и аскорбиновой кислоты. Как видно 
из табл. 2, большинство штаммов активно обогащает молоко рибофла­
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вином, фолиевой кислотой, холином и биотином, а аскорбиновой кисло­
той—более чем в 2 раза (табл. 3).

Как известно, одним из главных показателей приживаемости аци 
дофильных стрептококков в желудочно-кишечном тракте человека и 
животных считается их фенолустойчивость. В этой связи получение 
фенолустойчивых штаммов молочнокислых ацидофильных стрептокок­
ков имеет важное практическое и теоретическое значение. Исследова­
ния показали, что изученные нами штаммы выдерживают концентрацию 
фенола в молоке 0,4% (табл. 4).

Влияние молочнокислых ацидофильных стрептококков на накопление 
витаминов в молоке

Таблица 2

Рибофлавин. МКГ/ 1 Фолиевая кислота, мкг/л Холин, мг/л
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26 712 2160 303 912 1270 127 240 720 300
27 712 2160 303 912 980 107 240 405 168

305 788 975 123 1349 1270 94 240 320 133
307 516 1097 212 912 1111 121 240 400 166

Накопление аскорбиновой кислоты в молоке, сквашенном ацидофильными 
стрептококками

(данные анализов на вторые сутки инкубации при 37°)

Таблица 3

№№ 
штаммов

Аскорбиновая кислота, мг/кг
контроль (стерильное 

молоко) сквашенное молоко сравнительно с кон­
тролем, %

26 12,25 22,6 176,3
27 п 21,4 123,2

305 10,0 23,2 232,2
307 п 24,8 248,3
14/20 14,05 24,5 174,3

Были изучены осмотические свойства, влияние различных концент­
раций поваренной соли на развитие молочнокислых ацидофильных 
стрептококков. Испытуемые штаммы выдерживают концентрацию по­
варенной соли от 2,5 до 3%.

Полученные нами штаммы молочнокислых ацидофильных стрепто­
кокков устойчивы к фталазолу—0,5%, пенициллину—0,1 ед/мл, стрепто­
мицину—0,1 ед/мл и хлортетрациклину—0,003%.

881



Из выделенных нами молочнокислых ацидофильных стрептококков 
относительно высокой антибактериальной активностью к Е. соН, шт. 
ИЗ, и ՏԼ аигеиа, шт. 209, обладали культуры 27. 14/20, 305 и 307. Эти

Таблица 4
Влияние фенола .на энергию кислотообразованпя ацидофильных стрептококков 

(кислотность в “Тернера)

№№ 
штаммов

Контроль (кислотность 
культур в молоке без 

фенола)

Содержание фенола в молоке. %

0.3 0.4

26 122 73 не свернулось

27 134 70 »
305 133 124 90
307 134 124 95
14/20 130 78 не свернулось

штаммы могут быть успешно использованы в молочной промышленно­
сти, в частности при производстве диетических кисломолочных продук­
тов и творога.

Институт микробиологии АН АрмССР Поступило 12.VII1979 г.

ՖԵՆՈԼԱԴԻՍ՜ԱՑԿՈԻՆ ԿԱԹՆԱԹԹՎԱՅԻՆ Ա8ԻԴՈՖԻ1.ԱՅԻՆ 
ՍՏՐԵՊՏՈԿՈԿԵՐ

1„ Լ. հր՚ԶՆԿՅԱՆ, Մ. Շ. ՓԱՀԷԵՎԱՆՅԱՆ. (. Մ. ՅԱՐՅԱՆ,
I.. Լ. ՀԱԿՈԲՅԱՆ, Ռ. Ա. ՄԱԴՈՅԱՆ

Կ աթն ա թթ վա յին ստրեպտոկոկերի մ ո րֆ ո - ֆ ի գի ո լո գի ա կ ան և բիոքիմիա­
կան հատկությունների ուսումնասիրության ժամանակ հայտնաբերվեցին 
ստրեպտ ոկոկեբ, որոնք ուշքի են ցնկնում բարձր ֆ են ո լա դի մ ա ց կո ւն ո լթ յա մ ր 
(0,4%).

Ս տրեպտոկոկերը կաթը Հարստացնում են ասկ որըին տթթվով և Ց խմրի 
ւյ ի տ ա մ ինն ե ր ո վ։

Ուսումնասիրվող չտ ա մն.ե րն օժտված են անտագոնիստական հատկու­
թյուններով աղիքային ցուպիկի և ստաֆիլոկոկի նկատմամբ։

Ստացված կաթնաթթվային ա ց ի դո ֆ) ի լա յ ին ս տ ր ե պ տ ո կ՜ո կե ր ր կարռղ են 
հաջողությամ բ կիրառվել թթու կա թն ա մ թ ե րքն ե ր ի և կաթնաշոռի արտադրու­
թյան մեշ։

ACIDOPHILIC LACTIC STREPTOCOCCI RESISTANT TO PHENOL

L. H. ERZINKIAN, M. SH. PAHLEVANIAN, L. M. CHARIAN,
L. O. HAKOB1AN, R. A. MADOIAN

New phenolstable cultures lactic streptococci have been obtained, 
they resist up to 0,4 per cent of phenol in the milk. The role of phenol 
stability of these bacterial strains for their activity In the intestine has 
been discussed.
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Ա 3 Ա Ս Տ Ս. Ն Ի Կ Ե Ն II Ա Բ Ա Ն Ա Կ Ս. Ь ՀԱՆԴԵՍ 
БИОЛОГИЧЕСКИЙ Ж У. Р НА Л АР М;_Е Н^ И и

■,=՜ ՜՜ ХХХП, 9, 1979

УДК 576.851.151:575.24

ԷԹԻԼԵՆԻՄԻՆԻ ԵՎ ՈԻԼՏՐԱՁ.ԱՅՆԻ ԱԶԴԵՑՈԻԹՅՈԻՆԸ 
ԱԶՈՏՈԲԱԿՏԵՐԻ ՎՐԱ

Վ. Գ. ՆԻԿՈՂՈՍՅԱՆ

Ուսումնասիրվել է էթիլենիմինի (ԷԻ) և ուլտրաձայնի (ՈԻՋ) ազդեցությունը ձճ. շեքՕՕ֊ 
ՇՕԸՇԱրրւ-/' կենսունակության վրա։ Ստացվել են ԷԻ-ով ինդուկցված ա զ ո տ ո ր ա կա ե ր ի անտի֊ 

րիոտիկադիմա ցկուն մուտանտներ։
Պարզվել է, որ ԷՒ֊ի ներգործումից մեծ քանակով ան տ ի ր ի ո տ ի կա գի մ ա ց կուն մուտանտներ 

ստացվել են Խւ. Ը|՜1րՕՕՇՕՇՇԱրՈ-/’ զարգացման վազ լոգարիթմական ֆսպայում։ Նման մու- 
տանտների ՛ստացումը ՈՒԶ֊ի ներգործումից չի հաջողվեր

Հայտնի են մի շարք աշխատանքներ, որոնք նվիրված են ֆի զիկա կան 
տարրեր ագենտների և տրանսֆորմացիայի օգնությամբ ագոտոբակտերի 
գան ագան մ ուտ ան տներ ի ս տ ա բ մ ան ր [1, 8, 9, 11, 16[։

Ք իմ ի ա կան մուտագենների ազդեցությունն ագոտոբակտերի վրա անհա֊ 
մեմատ քիչ է ուսումնասիրվել [10, 12, 14]։ Ագոտոբակտերի վրա ԷՒ֊ի ներ­

գործության վերաբերյալ ուսումնասիրություններ գրականությունից մեգ 
հալտնի չեն, չնայած քիմիական ա յդ մ ուտ ա զենի գենետիկա կան կֆեկտիվու֊ 
թլունր հայտնի կ հիշյալ օբյեկտների վրա կատարված շատ ուսումնասիրու­

թյուններից [3, 7, 13, 15 [ ։
Որոշ հեղինակներ գտնում են, որ ՈՒԶ֊ը կեն դան ի բջջի վր ա կարող կ 

ունենալ մահացու ներգործություն կամ առաջացնել քջջի կառուցվածքի 
ֆունկցիոնալ խանգարումներ [4[։

Ներկա աշխատանքում մեր նպատակն կ եղել պարզել ԷՒ֊ի և ՈՒԶ֊ի 
ազգեցոլթ յունր քՀշ, Ըհւ՜ՕՕՇՕԸԸաՈ֊/ր կենսունակության վր տ ու անտիբիո­

տիկների նկատմամբ կայուն մուտանտների սւոացման հնարավորություն- 

ներր։
Ազոտոբակտերի մուտագենեզի հետ կապված հարցերի պարզաբանում ր 

ու նրա ւսկտիվ տեսակների ս տ տ ց ում ր տեսական Լլ գործնական մեծ հե֊ 
ւո ա ր ր քր ո ւթ լ ո ւն կ ն ե ր կ ;ս լ ա ցն ո ւմ ազոտոբակտերի նոր արգյունավետ շտւսմ֊ 
ների ստացման առումով։

Նյութ և մեթոդ: Ուսումնասիրությունների համար օգտագործվել ք Az• ՉհքՕՕԸՕՇՇաՈ 53 
(Գյուղ. միկրոբ. համամիութ. գիտահետ. ինստիտուտ) շտամր, որն ահեցվել եշբի հեղուկ 

(առանց կավիճի) սնն դա մ իջպ վա՛յ ր ում' թափահարիչի վրա։ Զարգացման լոգարիթմական ֆա֊ 

զայն տարրեր ժամանակներում (12, 24, 48 մամ) կուլտուրալ հեղոկն անց է կացվել հոմո֊ 

գենիզաւոորով (բազմաշաքարներից մաքրելու ե բջիջների նստեցում ր հեշտացնելու նպատա­

կով), ապա ցենտրիֆուգվել։ ԷՒ-ի ներգործության դեպքում, բջիջների լվացման ու ս ուսպեն- 

զիաների ստացման համար, օգտագործվել է ֆռսֆատային ռուֆեր (0,05ի1\, թքմ֊?,!), իսկ 
ՈԻՋ֊ի դեպ քում' ֆիզիոլոգիական լուծույթ ։
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Փոբձարկվ ել են էԻ֊ի 0,1, 0,02, 0,01% խտությունները, 15, 30, 60, 120 րոպե տևողու֊ 
թյւսն րնթ ար բում ։ Մո> տանտների ստացման համար օգտագործվեք կ Ադելբեր գի եղանակը ի11վ։

Ռ է / տ ըաձա յնա յ ին ալիքի ազդեցության ուսումնասիրությունների Տամար օգտագործվել /; 

ցածր ասա խ ւսկանության ուլտրաձայնային դի ս սլե բ գա տ ո ր ը (ՈՒՋ.Դ Ս- 1) , ոբի ճառագայթ­

ման ակուստիկական հզորությունը կազմել կ 50 վտ ք սմճ, իսկ տատանման հաճախականությու­

նը' 22 և 44 կ ՛ցէ
ք)ՒԶ֊ի ներգործությանն կ ենթարկվել ապակյա փորձանոթներում AZ•CՒlГOOCOCCUm-ի 

4 նլ, 2,2 ■ 10% խ տ ութ յան բակտերիալ ս ո ւս պ են զ ի ան ե բ ը' 1, 3, ե, 10, 15 և 25 րոպե տեողու- 

թյամր, սառը պայմաններում։

ԷԻ֊ի և ՈՒ9.֊ի ներգործությունից հետո, /Հշ. ԸհրՕՕՇՕՇՇԱրՈ ֊ի առանձին գա ղութների 
ստացս ան ու կենս ունա կ բջիջն ե ր ի հաշվառման հա մ ա ը, կատարվել կ ցանքս էշբի~ի ա գա բա­

յին սնն դա մ իջավայր ում։ Կուլտուրաների ընտ րությունն ու մեկուսացումը կատարվել է գլխա- 

վ ո ր ա պ1.ս 1%-հ Սա>Ր կենսունակության .տարբերակներից, հիմնականում հաշվի առնելով 

նրանց կուլտո բալ արւանձնահատկություններր։

Մեկուսացված կո ւլտ ո ։ ր ան ե ր ը հ ետա գա յում աճեցվել են որոշակի քանակի անտիբիոտիկ 

սլաբրոնակող էջբիվ՛ հեղուկ 1ւ ա զա բա յին սնն դա մ իջա վսւ յբ ե ր ո։ մ ու ււտուգվել նբանց տարբեր 
անտիբիոտիկների նկատմամբ ձեռք բերած կայունությունը։ Ան տ ի բ ի ո տ ի կադի մ ա՚ց կո ւն Ոու- 

տանանեբի ստացման համար օգտագործվել է նաև ադա բա յին սնն դա մ իջա վսւ յ ր ո ւմ (անտի­

բիոտիկի գբա դիենտա յին խտությամբ) մուտանտների սե լեկցի՛այի մեթոդը [ 2 ]’■
Անտ ի բ ի ոսվւ կն ե ր ի ց փորձարկվել են ստրեպտոմիցինը, պենիցիլինը (բենզիլպե՛նիցիլինի 

կալիումական աղբ) և տետրացիկլինը ( տ ե տ բ ա ց ի կլին ի հիդրոքլորիդը)։

Արդյունքներ և քննարկում*: Նկարում բերված տվյալներից հետևում է, 

որ 12, 24 և 48 ժամ աճեցված շհրՕՕԸՕԸՇԱւՈ֊// բջիջների գիմ ա ցկունու- 
թյու՚Ար, Է1'-ի փորձարկված խտությունների 15 և 30 րոպե ներգործության 
գեպքում, միմյանցից մեծ չափերով չեն տարբերվել։ 1)րոշ տարբերություն 

ն՛/. ԷԻ-ի տարբեր խտությունների ազդեցությունը 1\շ. Ըհւ՚ՕՕԸՕԸՇաՈ֊/ւ 
նամության վրա. !—ԷԻ—Օ,1վօ, 11—ԷԻ—Օ,Օ2°/օ, 111 — ԷԻ—0,01 % , 1.

կեն սու֊

12 մամ
աճեցւէած կուլտուրա 2. 24 մամ աճեցված կու/տուրա, 3. 48 մամ աճեցվա՛ծ կուլտ ո 1 բ ա ։

նկատփել է միայն մուտագենի ներ գործ ուի]յան /ոևողությունր երկարացնելիււ 
(60—720 րոպե), րոտ որում՝ 0,1 և 0,01 % իւտու(<]յան դեպքում, համեմատա­

բար ավելի մեծ կայունություն են ցուցաբերել յ\շ, շե ՐՕՕԸՕԸԸ Ա ւՈ ֊ի 48 ժամ 
աճեցված բջիջն ե ր ր ։

Հճ. շհրօօԸՕՉՇսա֊// զարգացման լոգարիթմական ֆազայում ԷԵ֊ի լետալ 
խտությունը կազմել 1 0,2 ու Օթ^, համապատասխանաբար 1 և 3 ժամ ներ­
գործելիս։
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Ուսումնասիրությունները ցույց տվեցին, որ ՈԻՁ-ը ևս որոշակի լետւպ 
ներգործություն կ ցուցաբերում Az. Շ111 ՕՕՇՕՇՇԱՈ1 ֊ ի հանդեպ, որն առանձ­

նապես ումեղ Լ արտահայտվում 44 կհց հաճախականության ալիբի տատա­
նումների դեպքում։ եթե 25 րոպե 22 կհց հաճախականության ներգործումից 
ազոտոբակտերի կենսունակությունը կազմել է Օ,ՕՕՕ4°/օ, ապա նույն տևո­
ղությամբ 44 կհց հաճախականության ներգործում ից ազոտոբակտերի կեն­

սունակ բջիջներ չեն հայտնաբերվել:
Ինչ վերաբերում է հիշյալ ագենտների ներգործության գենհտիկական 

էֆեկտիվությանը, ապա անհրամ եշտ Է նշել, որ ԷԻ-ի ներգործությանը են­

թարկված ազոտոբակտերի կուլտուրաների մի մասը, ելային կուլտուրայի 
համեմատ, որոշ անտիբիոտիկների հանդեպ ձեռք է բերել նկատելի կայու­

նություն, որը պահպանվել է հաջորդ գեներացիաներում։ ԷԻ-ի մուտադենա- 
յին ազդեցությունն ավելի մեծ է շհ1'ՕՕՇ(յԸՍԱ1՜Ո--/, զարգացման վաղ լո­

գարիթմական ֆսւզայում, որը պարզ նկատվում է աղյուս ա կում բերված 
տվյալներից։ ևույն տվյալներից կարելի է հ ե տ ևցն ե լ նաև, որ ԷԻ-ով ին դո ւկց վա ծ 

,\շ. շհրՕՕՇՕԸՇԱրՈ-// 
տիկների նկատմամբ

մռւտանտների դիմացկունությունը հիշյալ անտիբի 
ավելացել Լ 20—200 անգամ։

իլԼ- շհքՕՕԸՕԸԸԱւՈ-/' ան տ ի բի ոտ ի կա դի մ ա ց կո ւն մ ուտ ան տն ե ր ի

ւ/տւս ց ում ը լոգարիթմական ֆազայի տարբեր ժամանակամիջոցներում»

ԷԻ-ով ինդուկցված
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Ս տ ր ե սլտ ո մ ի ց ին ի 
( 20 մ կդ! մ լ յ նկատ֊ 

մամը կա յ ո ւն 
կո ւ լտ ո ւ ր ան ե ր ի

Պենիցիլինի (100 Տ ե տ ր ա ց ի կ յ ին ի (15
ԿԳխլ) 

կա յո ւն
նկա տ մ ամբ 
կուլտ ո ւր ա — 
ների

Ա-Կ) 
կա յո ւն

ն կա տ մամբ 
կո ւյ տ ուր ա — 
ների

թիվը ս։ ոկո ս ը թիվը տոկոսը թիվը | ս։ IIկո սը

12 136 12 8,8 27 19,8 9 6,6
24 244 10 4,1 8 3,2 4 1,6
48 106 5 4,7 10 9,4 4 3,8

Հ/ ան ո թ ո ՛. թ յ ուն. — Az ■ շհրօօօօՇԸսրո֊/» կուլտուրայի բա կտ ե ր ի ո ս տ ա տ ի կ խտությունը

ստրեպտոմիցինի, տետրացիկլինի և պենիցիլինի դեպքում համապատասխա­

նաբար կազմել է 0,1, 0,5 և 5 մկ գ/մ լ։

Մաքսիմալ քանակի դրական մուտացիաներ ս տացվել են 0,1^ մուտա­

գենի — 30 — 60 րոպե ներգործում ից, որի մ ա մ ան ա կ կենսունակությունը կազ­

մել է 0,1— 0,01^խ։ Օուլտուրսղ ու մ ո ր ֆ ո լո գի ա կան առանձնահատկություն­

ներով ելային կուլտուրայից գրեթե չտարբերվող ԸհրՕՕՇՕՇՇԱա֊// որոշ
ան տ ի բի ո տ ի կա գի մ ա ց կուն մ ուտ ան տն եր երբեմն ստացվել են ավելի բարձր 
կ են ս ո ւն ա կ ո ւթ յ ան տ ա ր բ ե ր ա կն ե ր ի ց ։

ԷԻ-ով ինդուկցված • շհքՕՕԸՕՇՇա՜Ո--/? ան տ ի բ ի ո տ ի կա դի մ ա ց կ ո ւն մոլ֊ 

տանտները հ ե տ ա դա յո ւմ ան տ ի բ ի ո տ ի կի քանակությունն ա ս տ իճան ա բա ր 
ավելացնելով) բազմիցս ց ան վե լ են անտիբիոտիկի դրադիենտային խտություն 
պաըունակող էշբիի ա գա ր ա յին սննդա մ ի ջ ա վա յրի վր ա ու ստացվել են ազո­

տոբակտերի առավել ան տ ի բի ո տ ի կա դի մ ա ց կ ո ւն մ ուտանտներ։ Օրինակ՝

ըԽ քՕՕՇՕԸԸ Լ1Ո1 ~ը> ո ր ր փորձարկված ան տ ի բի ո տ ի կն ե ր ի ց անհամեմատ 
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զգայուն 1 ստրեպտոմիցինի հանդեպ (աղլոլսակվ, նշված մեթոդի о գտ ա ֊ 
գործման միջոցով հաջողվեց ստանալ մուտանտներ (Ս—31, Մ—34, Մ—1 Հ , 
11—29), որոնք զարգանում են 100 — 200 մկգ/մլ ստրեպտոմիցին պարունա­

կող սնն դա մ իջա վա յր եր ո ւմ I
Ստրեպտոմիցինի նկատմամբ իրենց ունեցած մեծ կ ա յ ո ւն ո լթ յա մ բ նշված 

մոլտանտներր նմանվում են նախկինում մեր ուսումնասիրած մի շարք օլի- 
գոնիտրոֆիլ միկրոօրգանիզմներին [ 7 ի ;

վարդանալով մեծ քանակությամբ и տ բ ե պ ա ո մ ի ց ին պարունակող սննդա­
ծի ջ ա վ ա յր ե ր ո ւ մ, այդ մուտւսնտների բջիջներր վերածւէում են տարբեր հաս­

տության երկար ձողերի, որոնք տարբեր մ ասերում, հաճախ, սպորանման 
գոյացումներ են առաջացնում, իսկ գաղութները' Տ և М տիպի լորձնային են, 
զարգացման ուշ շրջանում գարշնա դույն պ ի գմ են տ ա վո ր ո ւմ չեն առաջացնում, 
այլ միայն դեղնում են ւ

Կուլտոլրալ ա ռան ձն ա հ ա տ կ ո լթ յ ո լնն ե ր ի որոշ փոփոխություններ նկատ­

վել են նաև Az. chroococcum֊^ վրա ՈՒվ-ի ներգործում ից, սակայն այդ ճա­

նապարհով անտիբիոտիկադիմացկուն մուտանտների ստացում լի հաջողվել,

ՀՍՍՀ ԳԱ մանրէաբանության

ին и տ ի տուտ Ստացված է 12. VII. 1979 թ.

ДЕЙСТВИЕ ЭТИЛЕНИМИНА И УЛЬТРАЗВУКА 
НА АЗОТОБАКТЕР

в. г. никогосян

Изучены выживаемость и образование антнбиотикоустойчивых му­
тантов Az. chroococcum при воздействии этиленимином (ЭИ) и ультра­
звуком (УЗ).

Под воздействием ЭИ получены мутанты, устойчивые к стрептоми­
цину, пенициллину и тетрациклину. Подобных мутантов азотобактера 
под воздействием УЗ получить не удалось.

ACTION OF ETHYLENEIMINE AND ULTRASONICS ON 
AZOTOBACTER

V. O. NIKOGHOSS1AN

Mutants of Az. chroococcum resistant to penicillin, streptomycin 
and tetracyclin have been received by the use of ethylene imine. The 
use of ultrasonics didn’t give mutants.
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ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ 2ԱՆԴԵՍ 
БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

XXXII, 9, 1979

УДК 631.461:577.16

О МИКРОФЛОРЕ ЧЕРНОЗЕМОВ АРМЕНИИ

Л. А. ХАЧИКЯН

Приведена микробиологическая характеристика черноземов Армении. Установле­
на определенная зависимость между составом почвенной микрофлоры и подтипами 
черноземов.

Горные черноземы Армении занимают значительные площади в зо­
не вертикальных почвенных структур. Они развивались на различных 
породах: базальтах, андезито-базальтах и на карбонатных продуктах 
выветривания. Черноземы формировались в своеобразных биоклимати- 
ческих условиях под горно-степной широколиственной разнотравно-зла­
ковой растительностью, на высоте 1300—2400 м над ур. м. [3, 11 |. Эти 
условия и определили основные свойства подтипов черноземов, в том 
числе и биологические.

В зависимости от гидротермического режима, рельефа, материнской 
породы и других условий почвообразования в пределах Армении выде­
ляются три подтипа чернозема: выщелоченные, типичные, обыкновен­
ные (преимущественно карбонатные) [15].

Климат этих почв характеризуется сравнительно большой сухостью. 
Высокая температура воздуха в летний период способствует испарению 
п высыханию почвы, и поэтому остатки растений минерализуются не 
полностью, а накапливаются в почве в виде устойчивых гумусовых сое­
динений. У типичных черноземов карбонатность наблюдается в гумусо­
во-переходном горизонте «В», в то время как гумусовые горизонты вы 
щелоченных черноземов лишены карбонатов. Характерной особенно­
стью выщелоченных черноземов являются морфологически растянутые 
гумусо-аккумулятивные горизонты. В результате отсутствия влаги в 
обыкновенных черноземах карбонаты кальция и магния в основном не 
выщелачиваются, а задерживаются в пределах гумусового горизонта 
пли непосредственно по всему профилю почвы. Одним из характерных 
свойств черноземов является высокое содержание перегноя, чем и обус­
лавливается темная окраска почвы, благодаря которой они получили 
свое название. Целинные черноземы содержат в среднем 4,9—12,8% 
перегноя [15].

Микрофлора черноземных почв северной и средней части СССР 
изучена достаточно хорошо [9, 13, 16]. Микрофлора в подтипах черно­
зема Армении систематически не изучена, имеются только работы от-
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носительно распространения некоторых групп оактерии и актиномице- 
юв [1, 2, 6, 14]. Очень мало сведений о характерной микрофлоре этих 
черноземов, в особенности в различных экологических условиях раз­
вития.

Целью настоящей работы являлось выявление количественного и 
родового состава основных физиологических групп микроорганизмов, 
характеризующих биологическую активность этих почв.

Материал и методика. Объектом исследований служили образцы горных чернозе­
мов Армении, собранные в течение 1976—78 гг. Исследования проводились на 3-х 
подтипах чернозема различных угодий (пастбища, посевы озимой пшеницы, эспарце­
та и почвы, занятые под овощными культурами) Севанского, Разданского, Гугарк- 
ского районов, на почвенных разрезах отдела биохимии, генезиса и географии почв 
Института почвоведения и агрохимии МСХ АрмССР.

В основу микробиологических исследований положен метод почвенных разведений 
с высевом на плотные и жидкие питательные среды. Посевы проводились из разводок 
свежих почвенных образцов глубинным способом. Учитывались следующие группы 
микроорганизмов: бактерии, усваивающие минеральный азот, и актиномицеты—на 
крахмало-аммиачном агаре; бактерии, (усваивающие органические формы азота—на мя­
со-пептонном агаре; грибы (численность и групповой состав)—па сус.то-агаре с молоч­
ной кислотой; олигонитрофилы и азотобактер—на агаре Эшби. Для изучения споро­
носных бактерий применяли смесь равных объемов мясо-пептонного агара и сусло- 
агара по Мишустину, для аммонификаторов—пептонную воду, для нитрификаторов— 
жидкую среду Виноградского с мелом. Видоизмененная среда Гетчинсона использова 
лась для учета целлюлозоразрушающих аэробных микроорганизмов. Идентификация 
выделенных и изученных нами культур микроорганизмов проводилась с помощью из­
вестных определителей бактерий, грибов и актиномицетов [7, 8, 20—22].

Результаты и обсуждение. Сводные данные исследований, подыто­
женные в табл. 1 и 2, показывают, что свойства черноземных почв, пита­
тельный режим, содержание органических веществ и другие особенно­
сти в значительной степени определяют состав почвенной микрофлоры, 
формирование ее ценозов и растительности. Мощность гумусового го­
ризонта и постепенное уменьшение содержания перегноя с глубиной 
четко выявляются на микробиологическом профиле черноземов.

Горные выщелоченные черноземы распространены в условиях по­
вышенного увлажнения, значительная часть этих почв принадлежит к 
многогумусным, что отличает их от типичных и обыкновенных чернозе­
мов выраженной микробиологической активностью. При этом в целин­
ных черноземах общая численность микроорганизмов больше, чем в 
пахотных почвах. Это зависит от биоклиматических условий, со­
держания органического вещества, плотности корневой системы рас­
тений. Пахотные черноземы обладают более слабой биологической ак­
тивностью. Во всех микробных сообществах в изучаемых почвах пре­
обладают бактерии, актиномицеты, грибы.

В подавляющем большинстве случаев независимо от подтипов чер­
нозема и характера растительного покрова проявляется одинаково вы­
раженная закономерность—постепенное уменьшение содержания всех 
групп микроорганизмов в соответствии с глубиной почвенного разреза 
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и с уменьшением перегноя. В черноземе относительное содержание 
актиномицетов иногда возрастает в более глубоких горизонтах почвы. 
Несмотря па то, что общий фон микроорганизмов в пахотных чернозе­
мах падает, относительное содержание бактерий в значительной степе­
ни повышается (табл. 2).

Таблица 1

Численность и относительное содержание микроорганизмов в целинных 
подтипах чернозема

Подтипы, № и 
место разреза

Г оризонт, 
глубина, см

Кол-во микроорганиз­
мов, млн/г

Относительное содер­
жание основных 

групп, о/о
ба

кт
е­

ри
и

актиноми- 
цеты

гр
иб

ы

ба
кт

е­
ри

и

актиноми- 
цеты

гр
иб

ы

31 Ад 0-10 14,57 5,42 0* 72,85 27,15
Обыкновенный, А 10—29 13,69 1,39 0 90,75 9,25
р-он Гугаркский, В! 29-49 12,66 0,72 0 94,61 5,39
с. Жданове В2 49-64 11,35 0,47 0 96,02 9,38

С 64—90 9,78 0,21 0 97,89 2,11

564 Ад 0-17 27,68 4,76 0,19 84,85 14,61 0,54
Типичный, А 17-39 22,95 1,34 0,18 93,78 5,48 0,74
р-он Разданский, В! 39-61 17,62 0,46 0,14 96,70 2,53 0,77
с. Налбандян В, 61-72 11,87 0,54 0,07 95,11 4,33 0,53

72-97 6,44 0,10 0,02 98,15 1,52. 0,33
С, 97-256 3,76 0,01 0,01 99,48 0,26 0,26

426 Ад 0-12 34,30 2,89 0,24 91,64 7,72 0,64
Выщелоченный, А 12-27 27,68 0,58 0,02 97,87 2,09 0,04
р-он Севанский, В։ 27—47 18,59 0,79 0,03 95,98 3,87 0,15
с. Лчашен В2 47-70 11,40 0,64 0,01 94,60 5,31 0,09

В2 70-90 9,40 0,38 0 96,07 3,93
С 90-150 8,31 0 0 100,00

* Нулевой показатель в этой и последующих таблицах указывает на обнаруже­
ние данной группы микроорганизмов в количестве менее 1 тыс. зародышей иа г почвы.

Определенные грибные и бактериальные группировки, разнообра­
зие микроорганизмов, характер растительного покрова оказывают боль­
шое влияние на количественный и качественный состав микроорганиз­
мов в черноземных почвах.

Горные типичные черноземы распространены в условиях умеренно­
го увлажнения, характеризуются нейтральной реакцией, отличаются 
средним содержанием органического вещества и микрофлоры.

В табл. 3 приведены характерные результаты исследования микро­
биологического профиля почв, свидетельствующие о том, что в выщело- 
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ценных черноземах азотобактер отсутствует. В обыкновенном черно­
земе (аккумулятивно-гумусовый горизонт) он развивается довольно ак­
тивно в зависимости от карбонатности (0,50 млн/г) и окультуренности. 
Карбонатность почвы является одним из факторов, повышающих жиз­
недеятельность азотобактера [4, 5, 17].

Численность и относительное содержание микроорганизмов в пахотных 
подтипах чернозема

Таблица 2

Подтипы, № и 
место разреза*

Горизонт, 
глубина, см

Кол-во микроорганиз­
мов, млн/г

Относительное содер­
жание основных 

групп. о/о

си 
ixi X 
\о Си

актиноми­
цеты

гр
иб

ы

ба
кт

е­
ри

и

актиноми­
цеты

гр
иб

ы

33 Ап 0-25 23,60 3,61 0 86,74 13,26
Обыкновенный, В։ 25-43 14,38 1,75 0 89,15 10,85
р-он Гугаркский, В2 43-62 6,89 1,71 0 80,12 19,88
с. Жданово С 62-80 5,56 0,80 0 87,42 12,58

7 Ап 0-21 23,99 1,82 0,11 92,55 7,02 0,43
Типичный, В։ 21 43 17,01 1,54 0,01 91,65 8,29 0,06
р-он Разданский, В2 43—62 10,48 1,62 0 86,61 13,39
с. Налбандян С 62—90 7,60 0 0 100,00

2 А„ 0-21 31,23 0,06 0,50 98,24 0,23 1,58
Выщелоченный, В 21-48 19,49 0,07 0,02 99,56 0,36 0,08
р-он Севанский, С, 48-75 14,51 0 0,01 99,93 0,07
с. Лчашен С2 75-100 12,34 0,04 0,01 99,60 0,32 0,08

* Почвенные разрезы Л. Т. Егиазаряна.

Горные обыкновенные черноземы расположены главным образом в 
степной зоне в условиях несколько пониженного увлажнения, они мало­
мощные, отличаются аэрацией, значительной водопроницаемостью [15]. 
Численность актииомицетов в них больше, чем в выщелоченном. Как 
известно, актиномицеты энергично развиваются в летние месяцы, что, 
вероятно, свидетельствует об их большой чувствительности к повыше­
нию температуры. Максимальное количество их, по нашим данным, об­
наруживается в обыкновенных, преимущественно карбонатных черно­
земах, в которых годовая температура достигает 32° [19], что способ­
ствует активизации этих микроорганизмов (разр. 31), и их количество 
достигает 5,4 млн/г почвы (табл. 1).

По нашим данным, олигонитрофильные микроорганизмы широко 
распространены в подтипах чернозема, часто их количество приближа­
ется к числу бактерий, растущих на МПА. Нами установлено, что 
большое количество олигонитрофилов представлено бактериями, при­
надлежащими к родам Bacillus, Bacterium, Pseudomonas, Mycobacte­
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rium. В черноземах Армении из олигонитрофильных актиномицетов 
обычно встречаются Act. albus, Act. globisporus, Act. griseus, Act. 
rectus, которые участвуют в разложении целлюлозы в исследуемых поч­
вах [7]. Можно отметить также, что как в целинных, так и в пахотных 
черноземах большинство неспороносных бактерий представлено родом 
Pseudomonas, в частности Ps. herbicola, Bact. prodigiosum [20].

Для характеристики типа почвы более показателен видовой состав 
микроорганизмов, присутствие которых в почве отличается боль-

Таблица 3
Численность отдельных физиологических групп микроорганизмов 

в подтипах чернозема, млн/г почвы

№ разреза, 
подтипы

Горизонт, 
глубина, см

Бактерии, 
усваиваю­

щие
О

ли
го

ни
тр

оф
ил

ы

Ба
ци

лл
ы

Ц
ел

лю
ло

зо
ра

зр
у­

ш
аю

щ
ие

А
зо

то
ба

кт
ер

А
мм

он
иф

ик
ат

ор
ы

Н
ит

ри
фи

ка
то

ры

ми
не

ра
ль

­
ны

й а
зо

т

ор
га

ни
че

­
ск

ий
 азо

т

31 Ад 0-10 22,88 5,96 12,75 0,24 1,32 0,50 1,32 1,32
Обыкновенный Л 10-29 13,37 4,30 10,62 0,10 0,73 0,60 1,28 1.28

в։ 29-49 12,65 4,19 9,19 0 0,58 0 1,32 1,32
в, 49-64 2,14 3,85 7,95 0,02 0,50 0 1.31 1,31
с 64-90 1,05 3,21 6,74 0,04 0,24 0 1 ,20 1,20

564 А? 0-17 26,14 18,87 13,50 1,07 0,32 0 1,55 1,49
Типичный А 17-39 14,17 10,93 12,30 1,06 0,09 0 1 ,47 1,37

в։ 39-61 12,24 8.50 8,37 0,83 0,07 0 1 ,47 0,93
В2 61—72 7,10 4,96 6,80 0,07 0,09 0 1,47 1,43

Cj 72-97 6,48 3,75՛ 2,72 0,07 0,01 0 1,47 1,43
с2 97-256 1,15 2,26 1,44 0,07 0,01 0 1,47 1,40

426 Ад 0-12 27,40 18,36 22,36 1,53 0,37 0 1,46 1 ,46
Выщелоченный А 12—27 16,53 9,09 18,14 1,09 0,23 0 0,93 1,46

в։ 27-47 8,35 6,08 12,68 1.02 0,16 0 0,87 1,24
в2 47—70 6,67 3,12 8,18 0,74 0,11 0 0,31 1,26

Вз 70-90 5,33 2,86 6,15 0,67 0,07 0 0,08 0,28
С 90-100 5,12 2,53 5,44 0,34 0,03 1 о 0,03 0,29

шим постоянством. Согласно нашим наблюдениям, по родовому соста­
ву микроорганизмов выщелоченные и типичные подтипы чернозема не 
различаются. Наиболее показателен состав бацилл, среди которых пре­
обладают Вас. те§а1ег!ит, Вас. тезеп1епсиз. Окультуривание при­
водит к изменению видового состава бактерий и грибов, повышению 
удельного веса Вас. те§а1егшт [10, 12, 18]. В горных черноземах вид 
Вас. тусо1деэ встречается в незначительном количестве.
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Наиболее распространены в целинных и пахотных черноземах гри­
бы рода Penicillium [22]- Из других грибов наиболее широко пред­
ставлены Mucor, Trichoderma. В значительном количестве в пахотных 
черноземах развиваются грибы рода Aspergillus [8]. В черноземах 
встречаются темнокрашенные и дрожжеподобные грибы —Pullularia.

В горных черноземах в разложении целлюлозы участвуют не толь­
ко грибы и актиномицеты, но и аэробные целлюлозоразрушающие бак­
терии из родов Cytophaga, Polyangium (в выщелоченных и типичных), 
Sorangium, Cellvibrio (во всех изучаемых черноземах). В грибном це-, 

нозе возрастает количество грибов из родов Stachybotrys, Gliocladium 
Cladosporium, в пахотных черноземах выявляется также Chaetomium, 
участвующий в разрушении целлюлозы и превращении органических 
остатков [21].

С глубиной почвы происходит перегруппировка и видового состава 
микроорганизмов. Вас. megaterium, Вас. mycoides тяготеют к верхнем? 
слою почвы. Грибы рода Penicillium являются основными представи­
телями микофлоры более глубоких слоев чернозема.

Полученные нами результаты позволяют дать микробиологическую 
характеристику исследуемых почв, выражающуюся в установлении оп­
ределенной зависимости между составом почвенной микрофлоры и под­
типами чернозема. Распределение микрофлоры по профилю чернозема 
независимо от подтипа характеризуется постепенным снижением содер­
жания микроорганизмов, что обуславливается основным свойством 
почвенного профиля чернозема—мощностью перегнойного слоя.

Выявлено, что выщелоченные черноземы отличаются высокой мик­
робиологической активностью по сравнению с типичными и обыкновен­
ными подтипами. Специфичность группового состава почвенной ми­
крофлоры обыкновенного подтипа в отличие от выщелоченных и типич­
ных черноземов заключается в повышении численности актиноми- 
петов, споровых бактерий, а также развитии азотобактера. В соста­
ве микофлоры наиболее распространены грибы рода Penicillium, яв­
ляющиеся основными представителями более глубоких слоев подтипов 
чернозема.

В целинных, как и пахотных, черноземах качественный состав бак­
терий характеризуется присутствием большого числа представителей 
родов Bacterium, Pseudomonas. Здесь довольно распространены ми­
кобактерии.

Преобладающими видами бацилл в черноземах являются Вас. me­
gaterium, Вас. mesentericus.

Разложение целлюлозы в черноземах осуществляется грибами, 
актиномицетами и бактериями. Разложение клетчатки грибами проте­
кает в основном с участием темноцветных родов Stachybotrys, Pho- 
ma, Chaetomium. Бактериальная флора представлена главным образом 
миксобактериями и Cellvibrio.

НИИ почвоведения и агрохимии МСХ АрмССР Поступило 13.IV 1979 г.
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ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ՍԵՎԱՀՈՂԵՐԻ ՄԻԿՐՈՖԼՈՐԱՅԻ ՄԱՍԻՆ

Լ. II. ԽԱՋԻԿՅԱՆ

Տրվում է լեռնային սևահողերի ենթատիպերի մանրէաբանական բնութա­

գիր ր>
Պարզվում է, որ լվացվւսծ սևահողերբ օմտված են մանրէաբանական 

բարձր ակաիվաթյամբ, բան տիպիկ և սովորական սևահողերի ենթատիպերը։ 
Սովորական սևահողերի ենթատիպը տարբերվում է միկրոֆլորայի խմբակա­

յին կազմի յուր ահ ատ կու թ յա մ բ' ճ ա ռա գա յթ ա սն կե ր ի , սպորավոր բակտերիա­
ների քանակությամբ և ա զո աո բ ա կտ ե ր ի ան ե ր ի առկայությամբ։

ON THE MIKROFLORA OF CHERNOZIOM SOILS IN ARMENIA

L. A. KHACHIKIAN

The microbiological characteristics of armenian chernozioms has 
been presented. It was shown the presence of certain relationships bet­
ween the composition of soil microflora and chernoziom subtypes.
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ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ ՀԱՆԴԵՍ 
БИОЛОГИЧЕСКИЙ Ж У РИАЛ АРМЕН и и՜~*՜՜՜ ' XXXII, 9, 1979

УДК 576.8:66341.(479.25)

МОРФОЛОГО-ФИЗИОЛОГИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
НОВЫХ КУЛЬТУР ДРОЖЖЕЙ ИЗ ВИН АРМЕНИИ

Л. Г. ДАНИЕЛЯН, Б. П. АВАКЯН

Из дрожжевой флоры различных типов вин выделено 17 рас активных культур 
дрожжей. На основании изучения комплекса морфолого-физиологических особенно­
стей и спорообразующей способности все выделенные штаммы отнесены к виду 
йассЬ. у1ги.

Экологическое различие винодельческих районов республики, без­
условно, влияет на состав дрожжевой флоры вина и на особенности 
культур дрожжей. В этой связи весьма актуальны исследования с целью 
выделения и отбора активных штаммов дрожжей, обладающих произ­
водственно ценными свойствами (кислото- сульфитовыносливостью, 
высокой энергией брожения, высокой спиртообразующей способностью 
и т. д.). Подобные работы проведены в различных винодельческих рес­
публиках Союза (Крым, Грузия, Средняя Азия и т. д.), в результате 
чего получены местные активные штаммы дрожжей, применяющиеся в 
винодельческих районах нашей страны.

В Армении исследования дрожжевой флоры были начаты Просто- 
сердовым [6] и продолжены Африкян [4՜!, Саруханян [7], Авакян 
[1, 2] и др. Но эти работы не носили систематического характера, что 
и послужило основанием для наших исследований.

Материал и методика. Объектом изучения были гвежеотжатый и спонтанно за­
бродивший сок разных сортов винограда (Боскеат, Ркацители, Кахет, Арени), а так­
же осадки вин из различных районов виноделия Армении.

Первичный отбор культуры в производственных условиях проводился на основа­
нии морфологических показателей, т. е. крупноклетностп, гомогенности, размера и 
формы клеток, ибо полиморфизм в ряде случаев указывает па возможное расщепление, 
что нежелательно при выведении перспективной для производства культуры.

Родовая п видовая принадлежность определялась по определителю дрожжей Куд­
рявцева [5]. Родовая принадлежность дрожжей устанавливалась по форме спор, спо­
собу их образования и прорастания, а также по морфологическим показателям клет­
ки, образованию осадка, пленки или кольца на поверхности жидкой среды. Видовая 
идентификация проводилась на основании сбраживания сахаров и декстринов.

Результаты и обсуждение. Для изучения нами были отобраны 17 
рас активных дрожжей для получения сухих столовых, натурально­
крепких, красных и полусладких вин.
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Форма и размер клеток дрожжей, выделенных из осадков столовых вин
Таблица 1

Н
аи

ме
но

ва
ни

е 
ку

ль
ту

р

Размеры клеток при развитии, мкм

Форма 
клеток

в виноградном сусле на солодовом сусло-агаре
ма

кс
и­

ма
л ь

н ы
н

ми
ни

­
ма

ль
­

ны
й

ср
ед

ни
й

1

ма
кс

и­
ма

ль
ны

й

ми
ни

­
ма

ль
­

ны
й

ср
ед

ни
й

Котайк 
11-6

7,5x6,0 5,4X5.0 6.45x5,5 8,0x7,75 6,0x5,25 7,0x6,5 эллипсоид­
ная

Котайк
VI—4

8,2X7,2 6.8x6,0 7,5x6,5 9,0/8,5 7,0x6,25 8.5x7,62 эллипсоид­
ная

Котайк 
212

8,0X7,5 6,9 , 6,5 7,45x7,0 9,25 8,25 7,75X6,9 8,5x7,57 округлая

Лал вари 
Ш-8

7,0x5,75 5,5X4,75 6,25x5,25 9,0x8,0 7,0x5.75 8,0 <6,67 эллипсоид­
ная

Лалвари 
100

7,5x6,0 5,9x4,5 6,7x5,25 9,5x8,75 6,0x5,2 7,75x6,5 эллипсоид­
ная

Лалвари 
129

6,25x5,75 5,0X4,75 5,62x5,25 9,0X8,5 6,75 6,0 8,37X7,25 округлая

Арагац 
220

7,9X6,5 4,2X3,9 6,65x5,2 8,5x7,25 5,5x5,0 7,0X6,12 эллипсоид­
ная

Араоац 
226

6,9x5,0 5,5X4,0 6,2x4,5 8,0x7,0 6,0x5,25 7,0x6,12 эллипсоид­
ная

Араг ц 
227

8,2x7,4 7,2x6,75 7,7x7,07 10,0x8,0 9,0x7,5 9.5x7,75 эллипсоид­
ная

Форма и размер клеток дрожжей, выделенных из осадков полусладких, 
натурально-крепких и красных вин

Таблица 2

Н
аи

ме
но

­
ва

ни
е 

ку
ль

ту
р

Размеры клеток при развитии, мкм

Форма 
клеток

в виноградном сусле на солодовом сусло-агаре
макси­
мальный

мини­
мальный средний макси­

мальный
мини­

мальный средний

Двпн 7 6,9x5,5 6.0x4,9 6,5x5,2 7,0X5,8 6,25X6,0 6,62x5,4 эллипсоид­
ная

Двин
1-2

6,6x6,3 4,9x4,5 5,75x5,4 6,9x5,5 5,3x4,9 6,1 <5,2 эллипсоид­
ная

Двин 
62/2

7,5x6,8 6,8x6,2 7,1X6,5 8,5x8,0 6,0X6,0 7,25x7,15 округлая

Ангешат
218

6,75x5,25 5,0, 4,5 5,87x4,87 8,0x7,5 5,25x4,75 6,67x6,12 эллипсоид­
ная

Айгешат
219

7,5x6,25 6,25x5,5 6.87x5,87 7,75 <7,0 5,0x4,7 6,37x7,3 эллипсоид- 
ная

Арени 22 6,75x5,75 6,0X4,8 6,37X5,27 7,5x6,25 6,2X4,7 6.85X5,49 округлая

Арени 
214

7,0X6,0 5,8X5,0 6,9x6,5 8,25X7,75 6,75x5,0 7,25x6.37 эллипсоид­
ная

Арени 
221

8,0x7,65 6,25X6,0 7,12x6,87 9,0x8,5 7,0X6,0 8,0x7,25 эллипсоид­
ная
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В табл. 1 и 2 приведены данные о размере и форме дрожжевых кле­
ток. Особенно крупные клетки наблюдались у культур Котайк У1-4 
(7,45X6,5 мкм с виноградарского сусла), Арагац 227 (7,45X7,0 мкм). 
Двин 62/2 (7,1X6.5 мкм). Наиболее мелкие—у Лалварй 129 (5.62Х 
5,25 мкм), Двин 1-2 (5,75x5,4), Айгешат 218 (5.87X4,87). Из 17-ти 
штаммов три—Двин 1-2, Котайк У1-4 и Арени 221—образуют зернистый 
осадок, а остальные֊֊ пылевидный. Культурально у этих штаммов так­
же выявляются различия (рис.).

Рис. Гигантские колонии штаммов дрожжей на оусло-агаре: 1—Котайк 
П-6, 2—Котайк У1-4. 3—Котайк 21'2, 4—Лалварй Ш-8. 5—Лалварй 100, 
6—Лалварй 129, 7—Арагац 220, 8—Арагац 226, 9—Арагац 227, 10—Двин 
7, 11—(Двин 1—2, 12—Двин 6'^/2, 13—Айгешат 218, 14—Айгешат 219, 
16—Арени 22, 16—Арени 214 (штамм 17 Арени 221 культурально иден­

тичен штамму 1).

Важным моментом является спорообразующая способность дрожже­
вых культур, которая способствует хранению культур в музее, а также 
сохранению их свойств.

898



Нами определялась спорообразующая способность выделенных на­
ми культур на гипсовых блоках. Выяснилось, что все штаммы образу­
ют споры с некоторой разницей в количестве аоков (табл. 3). При 
этом двухспоровых асков встречалось больше всего у штаммов Аренн 
214 (60,6%), Айгешат 219 (58,6%), Котайк 212, Двин—7 (57% 
и более), а трехспоровых֊у штаммов Двин 62/2 (75%), Котайк У1-4. 
Лалвари 129, Арагац 220, 226 (более 60%), меньше всего их было у 
штаммов Котайк 11-6 (19,7%), у которого больше оказалось четырех­
споровых асков (80,3%). Несколько меньше (55%) их было у штамма 
Айгешат 218.

Таблица 3 
Количество спор в аске отобранных штаммов дрожжей

Наименование 
штаммов

Количество спор в аске, %
по 1 по 2 по 3 по 4

Котайк II—6 _ — 19,7 80,3
Когайк VI 4 — 29,1 60,6 10,3
Котайк 212 — 57,4 36,1 6,5
Лалвари III —8 6,1 53,8 29,4 10,7
Лалвари 100 4,0 37,5 45,0 13,5
Лалвари 129 1 J 32, 1 66,2 —
Арагац 220 — 29,6 62,9 7,5
Арагац 226 — 24,1 63,7 12,0
Арагац 227 3,5 32,1 39,2 25,2
Двин 7 — 57,2 38,1 4,7
Двин 1—2 — 20,0 50,0 30,0
Двин 62/2 — 22,2 75,0 2,8
Айгешат 218 — 10,0 35,0 55,0
Айгешат 219 — 58,6 37,9 3,5
Арени 22 25,9 45,5 28,6 —
Арени 214 — 60,6 27,3 12,1
Арени 221 2.7 27,9 47,2 22,2

Для идентификации выделенных культур были изучены их физио­
лого-биохимические особенности. Опыты показали, что все 17 штам­
мов сбраживали глюкозу, галактозу, сахарозу, раффинозу, усваивали 
этиловый спирт, глицерин, уксусную и молочную кислоты. Они не ус­
ваивали маннит, дульцит, сорбит, янтарную, винную и лимонную кисло­
ты. По сбраживанию декстринов (по количеству выделившегося угле­
кислого газа в г) наименее активными были штаммы Котайк У1-4 (1,1), 
Арагац 226 (2,0); большинство других культур обладали активностью 
в пределах 2,5—2,6 СОг/г.

В процессе микробиологических исследований нами получен новый 
штамм дрожжей ШП-1 для шампанизации виноматериалов в резервуа­
рах периодическим или непрерывным способом, характеристика которо­
го дана в авторском свидетельстве Госкомизобретений [3].

НИИ виноградарства, виноделия и плодоводства 
МСХ АрмССР Поступило 18.V 1979 г.

899



ՀԱՅԿԱԿԱՆ ԳԻՆԻՆԵՐԻ ՆՈՐ ՇԱՔԱՐԱՍՆԿԱՅԻՆ ԿՈՒԼՏՈՒՐԱՆԵՐԻ 
ՄՈՐՖՈ-ՖԻԶԻՈԼՈԴԻԱԿԱՆ ՀԱՏԿՈՒԹՅՈՒՆՆԵՐԸ

է. Գ. ԴԱՆԻԵԷՏԱՆ. P. Պ. ԱՎԱԳՅԱՆ

Տարբեր տիպի գին ին ե ր ի շաքարասնկային ֆ լո ր ա յի ո լա ո ւմն ա ս ի ր ո ւթ յ ան 
հետևանքով մեր կողմից անջատվել են 17 շտամներ, որոնք մորֆո֊ֆիղիո- 
լռգիական հատկությունների ուսումնասիրության հիման վր ա դասվել են 
ՏԶԸնհ. ա եսա կին է

MORPHO-PHYSIOLOGICAL CHARACTERISTICS OF NEW 
YEAST CULTURES FROM ARMENIA

L. O. DANIELIAN, B. P. AVAKIAN
As a result of study of different wine types 17 races of active 

yeast cultures have been selected. Morpho-physiological characteristics 
of selected cultures have been determined and all of them have been 
identified as Sacch. vlni.
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հայաստանի կ ե ն ս ա բանակ5' ան շ ան դ ь ս
БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

XXXII, 9, 1979

УДК 577.15.5918

ВЛИЯНИЕ РАЗЛИЧНЫХ ИНГИБИТОРОВ НА АКТИВНОСТЬ 
ФЕРМЕНТОВ ПЕРЕАМИНИРОВАНИЯ РАЗВЕТВЛЕННЫХ

АМИНОКИСЛОТ CANDIDA GUILL1ERMONDII

И. В. ГОГИНЯН

Показан тиоловый характер трансаминазы разветвленных аминокислот (Ф1) и 
лейцинспецифичной трансаминазы (ФП). Действие классических ингибиторов транс­
аминаз (циклосерина и гидроксиламина) на исследуемые ферменты по характеру от­
личается от такового на ферменты другого происхождения. Моно- и дикарбоновые 
кислоты конкурентно ингибируют активность Ф1 и Ф11.

В предыдущих наших исследованиях было показано наличие двух 
ферментных систем переаминирования разветвленных аминокислот (Ф I 
и ФП) у дрожжей С. guilliermondii ВКМ У-42. Было изучено поведе­
ние этих ферментативных активностей при гельфильтрации и ионооб­
менной хроматографии, а также влияние ионной силы среды и низких 
температур на активность трансаминирования разветвленных амино­
кислот [4|. На основании выявленных свойств ферментов был разра­
ботан метод их очистки и изучены некоторые кинетические свойства 
(оптимум pH, Км, молекулярный вес) очищенных ферментных препара­
тов [5].

В настоящей работе приведены результаты изучения влияния раз­
личных ингибиторов на активность Ф I п Ф 11 с целью более глубокой 
характеристики последних.

Материал .и методика. Выращивание дрожжей и определение ферментативной 
активности проводились по ранее описанным методам Q4՜]. Ингибиторы добавлялись 
в инкубационную смесь без предварительной предынкубации с ферментом. Моно- п 
дикарбоновые кислоты добавлялись в количестве 20 мкМ.

Результаты и обсуждение. В первой серин экспериментов изуча­
лось влияние парахлормеркурийбензоата (ПХМБ), блокирующего SH- 
группы с образованием меркаптидов, на трансаминазную активность 
разветвленных аминокислот (Ф 1 и ФП).

Как видно из данных табл. 1, при низких концентрациях ПХМБ 
(0,063X10-5 М) активность Ф I и Ф II уменьшается незначительно (на 
10 и 8% соответственно). При увеличении его концентрации процент 
ингибирования повышается, причем несколько быстрее у Ф I. Полное 
ингибирование обоих ферментов достигается при концентрации ПХМБ 
5X1 О՜5 М.
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Следует отметить, что Ф II печени крыс менее чувствителен к дей­
ствию ПХМБ, так как полное ингибирование его наступает при более 
высоких концентрациях ингибитора— IX 10~3 М [6|. Еще менее чув­
ствительными к действию ПХМБ оказались ферменты переаминпрова- 
ния разветвленных аминокислот бактериального происхождения. Так, 
фермент, выделенный из Асе1оЬас1ег ьиЬохубапз, при концентрации 
ПХМБ 1Х10՜3 М ингибируется на 51% [4], а из Ыеигозрога сгазэа—на 
79% при концентрации 1X10~1 М [5].

Таким образом, БН-группы изучаемых нами ферментов (Ф I и Ф II) 
подобно Ф II печени крысы и трансаминазе разветвленных аминокислот, 
выделенных из Асе1оЬас1ег эиЬохубапз и Хеигоэрога сгазза, ответствен­
ны за ферментативную активность.

Таблица 1 Таблица 2
Влияние различных концентраций Влияние различных концентраций
ПХМБ на активность Ф1 и ФП гидроксиламина на активность Ф1 и

% ингибиро­
вания

ФП
Концентрация 

ПХМБ, М Концентрация % ингибиро-
Ф I Ф II гидроксиламина, 

М
вания

■ 5хЮ— 100 100
Ф 1 Ф 11

2ХЮ՜5 85 71 2,5X10՜* 100 100
0.5Х10-5 73 61 1,25Х10՜2 38 52

0,25X10 5 61 48 0,625X10՜2 20 35
0 .обзхю-5 10 8 О.ЗЮхЮ՜2 11 27

С другой стороны, по другим данным, трансаминаза В, выделенная 
из Salmonella typhimurium, не реагирует ни на р-гидроксимеркурийбен- 
з՝оат, ни на ионы тяжелых металлов, в том числе Hg24՜. Авторы заклю­
чают, что активность выделенного.ими фермента не зависит от наличия 
сульфгидрильных групп [7].

Из карбонильных реагентов, блокирующих альдегидную группу 
пиридоксальфосфата, нами испытывался гидроксиламин. Полученные 
данные (табл. 2). свидетельствуют о большей чувствительности Ф II ко 
всем испытанным концентрациям ингибитора, по сравнению с Ф I; пол­
ное ингибирование обоих ферментов достигается при концентрации гид­
роксиламина 2,5х 10 2 М.

Приблизительно при той же концентрации циклосерина (2,8x10 2М) 
наблюдается 100%-ное ингибирование Ф1 и ФП (табл. 3). Однако, в 
отличие от гидроксиламина, различные концентрации циклосерина при­
мерно одинаково ингибирует активность обоих ферментов, за исключе­
нием самой низкой из испытанных—0,35Х Ю՜2 М, при которой Ф I инги­
бируется на 43, а Ф II—на 60%.

Следует отметить, что трансаминаза разветвленных аминокислот 
(Ф I), выделенная из Acetobacter suboxyclans, ингибируется гидрокси­
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ламином и никлосерином на 50 и 74% соответствено при концентрации 
последних 1X10՜3 М [4].

Еще более чувствительна к действию гидроксиламина трансамина­
за разветвленных аминокислот (Ф I) сердечной мышцы свиньи: при 
концентрации ингибитора 1Х10՜6 М этот фермент ингибируется на 
82% [6].

Исследования, проведенные на животных трансаминазах, показали, 
что синтетический ОЬ-циклосерин в концентрациях порядка 10՜4 М 
действует как мощный ингибитор аланин-трансаминазы печени крыс[3].

Ряд других трансаминаз животного происхождения тормозились 
при концентрациях на 2—3 порядка более высоких, а аспартат-транс- 
аминаза различного происхождения (печень, сердечная мышца, Вас!֊ 
1иэ эиЫШз) оказалась весьма резистентной к действию ОЬ-циклосери- 
на.

Таблица 3 Таблица 4
Влияние различных концентраций Влияние моно- и дикарбоновых

циклосерина на активность Ф! и ФЦ кислот на активность Ф1 и ФП

Кон цептрация 
циклосерина, М

"/о ингибиро-
вания Кислоты

и/0 ингибирэ- 
вания

Ф 1 Ф II Ф 1 Ф 11

2,8 10 2
1,4X10՜*
0.7Х10՜2

0.35Х10՜՜2

100
75
68
43

Ф0 Муравьинная
7$ Уксусная

Пропионовая 
73 Маслинная
уд Валерьяновая

Капроновая 
Щавелевая 
Малоновая 
Янтарная 
Фумаровая 
Глутаровая

17
19
22
25
39
48

6
12
37
22

7

29
39
22
27
25
64
32
23
37
25 
о0

В следующей серии экспериментов нами испытывалось влияние мо­
но- и дикарбоновых кислот, являющихся аналогами субстратов развет­
вленных аминокислот, на трансаминазную активность Ф1 и ФИ.

Как видно из полученных данных (табл. 4), ингибирующее влияние 
монокарбоновых кислот на активность Ф I увеличивается с удлинением 
их углеродной цепочки. Для Ф II такая закономерность не наблюда­
ется. Наибольшая степень ингибирования обоих ферментов достигает­
ся в вариантах с капроновой кислотой, причем Ф II более чувствителен 
к ее действию (64%), чем Ф1 (48%).

Дикарбоновые кислоты ингибируют Ф I в значительно меньшей сте­
пени, а ФП—приблизительно в той же степени, что и монокарбоновые. 
Наиболее сильным ингибитором из дикарбоновых кислот оказалась ян­
тарная кислота.

Степень ингибирования трансаминаз карбоновыми кислотами за­
висит от pH инкубационной среды. Так, Ф 1 из сердечной мышцы сви­
ньи сильно ингибируется моно- и дикарбоновыми кислотами при pH 8,3, 
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а при более высоких его значениях—лишь монокарбоновыми кислотами 
[11]. Подобные результаты были получены при исследовании торможе­
ния активности мозговой трансаминазы ГАМ1\ карбоновыми кислотами 
в диапазоне pH 7,7—8,6. При сдвиге pH в более кислую сторону инги­
бирующее действие дикарбоновых кислот (глутаровая, адипиновая и 
янтарная) заметно усиливается, а монокарбоновых—остается без изме­
нения [2].

Таким образом, примененные ингибиторы трансаминаз, а также 
ПХМБ оказывают ингибирующее влияние на изоферменты трансамина­
зы разветвленных аминокислот дрожжей Candida guilliermondii BRM 
У-42, по характеру отличающееся от влияния их на некоторые фермен­
ты другого происхождения. При этом раскрываются и существенные 
различия между изученными двумя изоферментами Ф1 и Ф II.

Ереванский государственный университет, 
кафедра биохимии и проблемная лаборатория

сравнительной и эволюционной биохимии Поступило 13.III 1979г.

ՏԱՐՐԵՐ ԻՆՀԻՐԻՏՈՐՆԵՐԻ ԱԶԴԵՑՈՒԹՅՈՒՆԸ CANDIDA GUILLIERMONDII 
ԽՄՈՐԱՍՆԿԵՐԻ ՃՅՈՒՂԱՎՈՐՎԱԾ ԱՄԻՆԱԹԹՈՒՆԵՐԻ

ՏՐԱՆՍԱՍԻՆԱԶԱՅԻՆ ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՆ ՎՐԱ

Ի. Վ. ԳՈԴԻՆՅԱՆ

Ցույց կ տրված ճյուղավորված ամինաթթուների տրան ս ա մ ին ա զա յի 
(Փ I) և լեյցինին սպեցիֆիկ տ ը անս ա մին աղա յի (Փ 11) թիոլային բնույթը։

Տ րանսամ ինադների կլասիկ ին հ ի բ ի տ ո րն ե ր ի' ցիկլոսերինի և հիդրօքսի֊ 
լամինի ւսզդեցութ յոլնը հետազոտվող ֆերմենտների վրա իր բնույթով տար­
բերվում է այլ ֆերմենտների վր ա նրանց ունեցած ազդեցությունից։ Մոնո- 
և ղիկարբոնաթթուներր ֆ I 1լ ֆ II ենթարկվում են կոնկուրենտային ա ր գե - 
լա կման ւ

INFLUENCE OF DIFFERENT INHIBITORS ON THE ACTIVITY OF 
BRANCHED CHAIN AMINO ACID TRANSAMINATION ENZYMES 

OF CANDIDA GUILLIERMONDII

J. V. QOGINIAN

It was shown, that transaminase of branched chain aminoacids ($ I) 
and leucine-specific transaminase ($ II) were inhibited by typical inhibi­
tors of thiol-enzymes.

The character of action of classic inhibitors (cicloserine and hydro­
xylamine) of transaminases on the activity of $-1 and c])-I[ is different 
from effect on other enzymes. (])֊l and (])-I[ are competitively inhibited 
by mono and dicarbonic acids.
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БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

_ XXXII, 9, 1979

УДК 577.15.591.8

ОЧИСТКА АРГИНАЗЫ ДРОЖЖЕЙ
CANDIDA GU1LLIERMOND1I VAR. MEMBRANAEFAC1ENS

М. А. ДАВТЯН, С. В. ЧУБАРЯН, Л. Р. ТУМАНЯН

Осуществлена частичная очистка индуцированной аргиназы дрожжей Candida 
guillier mondii var. niembranaefaclens BKM Y-43, являющихся наиболее активными из 
семи исследованных нами представителен дрожжей рода Candida. Очистка проводи­
лась в несколько этапов: экстракция, обработка марганцем и пропанолом, холодовая 
рбработка, гельфильтрация, высаливание сульфатом аммония.

В то время как в литературе довольно широко освещены вопросы, 
касающиеся очистки, структуры и изоферментов животной аргиназы 
различного происхождения, аргиназа микроорганизмов мало изучена. 
Микробиальная аргиназа, найденная в S. cerevisiae [8, 9], N. crassa 
[И] и Bacillus [5, 61, является .катаболическим ферментом, снабжаю­
щим клетки азотом. По молекулярному весу аргиназы микроорганиз­
мов можно отнести к легким (около 130 000 дальтон), к которым от­
носится печеночная аргиназа млекопитающих и других уреотелических 
организмов, а также фермент S. cerevisiae, оказавшийся тримером [13], 
и тяжелым (около 300 000 дальтон), включающим аргиназы некоторых 
урикотелических организмов и аргиназу Neurospora и Bacillus, явля­
ющиеся, вероятно, гексамерами [14].

Аргиназа микроорганизмов проявляет некоторые свойства, общие с 
аргиназой животных и растений (pH оптимум, активирование двухва­
лентными ионами,.Км) [4, 15].

Очистка бактериальной аргиназы до кристаллического состояния 
осуществлена Накамура и др. [12] из В. subtilis. Очищена также и 
установлено количество субъединиц аргиназы S. cerevisiae '[13], наибо­
лее изученной среди дрожжевых аргиназ. Что касается исследований 
этого фермента у кормовых дрожжей, соответствующих данных в лите­
ратуре нет. У изученных нами дрожжей рода Candida обнаружены два 
изофермента аргиназы, выделенные при гельфильтрации бесклеточного 
экстракта [1].

Перед нами была поставлена задача исследовать аргиназную ак­
тивность у разных представителей этого рода, а также разработать ме­
тод очистки фермента с целью дальнейшего изучения его свойств на 
очищенном препарате.

Материал и методика. Выращивание дрожжей проводилось как описано ранее 
[2]. Гомогенизация осуществлялась в гомогенизаторе типа Элведжема-Поттера или 
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прессом. В первом случае разрушение проводилось в присутствии А12О3 в буферной 
среде в пять приемов по I мин в ледяной бане. При гомогенизировании прессом 
(пресс охлаждался до —18—20°) разрушению подвергался дрожжевой осадок, пред­
варительно замороженный в течение 18—24 час. при —18—20°. С целью определения 
активности проводилось инкубирование ферментного препарата при 37° в течение 
30 мин. Инкубационная среда содержала 50 мкМ аргинина в 0,04 М глициновом бу­
фере и 0,5 мл ферментного препарата, объем смеси 2,5 мл. В сосудики с препаратами, 
не содержащими марганца, добавлялось 5 мкМ МпС12. Реакция останавливалась до­
бавлением 1 мл 20%-кого ТХУ. Об аргиназной активности судили по образованию 
мочевины, которая определялась методом Арчибальда [3]. Активность фермента вы­
ражали в мкМ мочевины. Белок определялся спектрофотометрически на СФ-4А при 
длине волны 280 нм и методом Лоури и др. [7].

Результаты и обсуждение. С целью выбора наиболее активной 
культуры для очистки дрожжевой аргиназы аргиназная активность оп­
ределялась в бесклеточных экстрактах 7 представителей дрожжей рода 
Candida (табл. 1). Разрушение дрожжей проводилось в 0,1 М трис-буфе- 
ре, pH 8,0, гомогенизатором типа Элведжема-Поттера. Бесклеточный 
экстракт получался центрифугированием гомогената при 10000 g 20 мин. 
Данные табл. 1 свидетельствуют о том, что С. guilliermondii var. 
membranaefaciens ВК.М У-43 обладает высокой активностью, превыша­
ющей активность фермента других культур более 8 раз, поэтому она 
была отобрана нами для дальнейших исследований.

Таблица 1
Аргиназная активность бесклеточных экстрактов различных представителей 

дрожжей рода Candida

Культура Белок, мг
Общая актив­

ность, мкМ 
мочевины

Удельная актив­
ность, мкМ моче- 

вины/мг белка

С. tropicalis Кз—10 10,2 6,3 0,61
С. mills ВКМ Y-74 23,0 14,8 0,64
С. chevalier! ВКМ Y—37 45,0 17,4 0,38
С. arboreae ВКМ Y —33 15,0 11,8 0,78
С. guilliermondii ВКМ Y—42
С. guilliermondii var. membranaefa-

25,2 15,8 0,62

ciens ВКМ Y--43 27,2 114,6 4 ,21
C. tropicalis ВКМ Y—595 14,0 11,8 0,84

Для очистки аргиназы нами использовалась индуцированная куль­
тура, выросшая в синтетической среде с аргинином в качестве един­
ственного источника азота. С этой целью было установлено минималь­
ное количество аргинина, вызывающее оптимальную индукцию фермен­
та (табл. 2). В качестве контроля служила культура, выросшая в сре­
де с сульфатом аммония. Чтобы иметь количество азота, соответствую­
щее таковому в используемой нами синтетической среде с сульфатом 
аммония, необходимо брать 717 мг аргинина па 100 мл среды. Однако 
данные табл. 2 показывают, что количество аргинина более 200 мг поч­
ти не влияет на индукцию аргиназы, поэтому в последующих экспери­
ментах нами использовалось 200 мг аргинина на 100 мл синтетической 
среды.
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Ниже представлена разработанная нами схема очистки аргиназы. 
В предыдущих экспериментах экстракция фермента осуществлялась в 
воде и трис-буфере. Но поскольку в схеме, разработанной Накамура и 
др. [12] для очистки аргиназы В. зиЬНИэ, полученной авторами в кри­
сталлическом состоянии, др я экстракции фермента использовался кон­
центрированный фосфатный буфер (0,5 М), а Мидельховеном [10] бы­
ло показано ингибирование фосфатом аргиназы Б. сегеу1з1ае, мы иссле­
довали влияние различных концентраций ионов фосфора на аргиназ­
ную активность. С этой целью гомогенизацию дрожжей и последую­
щую экстракцию фермента проводили в воде, трис-буфере и фосфат­
ном буфере различной молярности (таол. 3).

С. guilliermondii var. membranaefaciens ВКМ Y—43

Таблица 2
Влияние количества аршнина в среде роста на индукцию аргиназы

Источник азота, Общая актив- ■Удельная актив-
Белок, мг ность, мкМ ность, мкМ моче-мг/100 мл среды мочевины вины/мг белка

(NH4)2SO4, 310 24,5 90,6 3,7
= 100 24,9 343,5 15,0
= 200 25,3 629,9 24,9
£ зоо 24.6 638,8 28,0
< 700 20,6 607,7 29,5

Таблица 3 
Влияние среды гомогенизации и среды экстракции 

на аргиназную активность С. §ш1Негтопд11 
уаг. тетЬгапаеГас,еп5 ВКМ У—43

Среда гомогенизации 
и экстракции

Удельная актив­
ность, мкМ мочеви- 

ны/мг белка

Вода 34,5
Трис-буфер, 0,1 М 40,0
Фосфа1ный буфер, 0,1 М 53,2
Фосфатный буфер, 0,5 М 50,3

Данные табл. 3 показывают, что фосфатный буфер не влияет отри­
цательно на аргиназную активность, даже имеет некоторые преимуще­
ства по сравнению с водой и трис-буфером. Более концентрированный 
фосфатный буфер (0,5 М), как оказалось в процессе работы, способ­
ствует лучшему сохранению активности аргиназы в процессе очистки.

Очистка осуществлялась следующими этапами при температу­
ре 0—5°.

1 этап. Экстракция фермента. Промытые дрожжевые клетки (около 
2 г сухого веса) замораживались при —20° в течение 18—20 час., раз­
рушались прессом и суспендировались в 7—8 мл 0,5 М фосфатного бу­
фера, pH 8,0. Экстракция проводилась в течение 1 часа с магнитной 
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мешалкой. Бесклеточный экстракт получали удалением неразрушен­
ных клеток и клеточных осколков центрифугированием при 10000g 
20 мин. Объем надосадочной жидкости составлял 12 мл.

2 этап. Обработка марганцем. К бесклеточному экстракту по каплям 
добавлялось 1,13 мл 1 М раствора МпСЬ при постоянном перемешива­
нии. pH приводился к 8,0 добавлением по каплям 5N раствора КОН. 
После 30-минутного перемешивания образовавшийся неактивный оса­
док удалялся центрифугированием при 10000g 20 минут.

Нами была предпринята попытка термической обработки надоса­
дочной жидкости, полученной на втором этапе очистки, тем более что 
она увеличивает приблизительно в 3 раза удельную активность фермен­
та у Bacillus [12, 14]. Однако для нашей культуры эта обработка ока­
залась неэффективной.

Этапы очистки аргиназы дрожжей
С. gullliermondii var. membranaefaciens ВКМ Y—43

Таблица 4

Этап

О
бщ

ий
 бе

­
ло

к,
 мг Общая актив­

ность, мкМ 
мочевины

Удельная актив­
ность. мкМ 

моч/мгм белка

Вы
хо

д,
 %

Ст
е т

ен
ь 

, ОЧ
И

С
ТК

И

Г омогенат 195,7 2062 10,5 100 _
Бесклеточный экстракт 62,4 1555 24,9 75,4 2,4
Обработка марганцем 40,0 1604 40,1 77,8 3.8
Обработка пропанолом 17,2 1404 81 .8 68,1 7,8
Хололозая обработка 10,8 1390 128,0 67,4 12,2
Гельфильтрация 5.5 1461 265.6 70,8 25.3
Высаливание (МН4)^О4 1,7 1426 833,9 69,1 79,4

3 этап. Обработка н-пропанолом. К 12,5 мл надосадочной жидкости 
при постоянном перемешивании добавлялся н-пропиловый спирт до 
20%-ного насыщения. Смесь охлаждалась льдом с солью. Через 10 мин 
образовавшийся осадок удалялся центрифугированием при 10000 § 
20 мин. Попытка дальнейшего насыщения до 50%, согласно Накаму­
ра и др. [12], приводящего к выпадению активного осадка, в наших экс­
периментах оказалась неэффективной.

4 этап. Холодовая обработка. Надосадочная жидкость (13 мл) остав­
лялась на ночь при —15°. Осевший белковый осадок удалялся центри­
фугированием при 25 000 § 30 мин. Для удаления пропанола надоса­
дочная жидкость пропускалась через колонку с сефадексом С-50 (1,8Х 
51), уравновешенным 0,01 М трис-ацетатным буфером, содержащим 
5 мМ Ь-треонина и 1 мМ МпСЬ, pH 8,0. Элюирование проводилось тем 
же буфером, объем фракций 5 мл. Наиболее выраженная аргиназная 
активность обнаружена во фракциях 15—19.

5 этап. Высаливание сульфатом аммония. Активные фракции (15— 
19), полученные при гельфильтрации, объединялись и подвергались вы­
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саливанию в присутствии аргинина (20 мкМ в 1 мл). Неактивный белко­
вый осадок, полученный при насыщении сульфатом аммония до 40%, 
удалялся центрифугированием при 25 000 § 30 мин. Последующее 70%- 
ное насыщение приводило к выпадению активного осадка, который со­
бирался центрифугированием при 25 000 £ 30 мин. Осадок суспендиро 
вался в 3,5 мл трис-ацетатного буфера, содержащего треонин и марга­
нец. Аммоний сульфат удалялся гельфильтрацией полученной суспен­
зии через колонку с сефадексом С-50 (1,8X30), уравновешенным ука­
занным буфером с аргинином (20 мкМ в 1 ,мл). Элюирование прово­
дилось тем же буфером, объем фракций 5 мл. Аргиназная активность 
выходила с фракциями 8 и 9.

В результате разработан метод очистки аргиназы (степень очистки 
79,4), с выходом 69,1%, позволяющий получать высокоактивный препа­
рат с удельной активностью 833,9.

Ереванский государственный университет, 
кафедра биохимии и проблемная лаборатория

сравнительной и эволюционной биохимии Поступило 20ЛН1 1979 г.

CANDIDA GUILLIERMONDII VAR. MEMBRANAEFACIENS 
BKM Y-43 ԽՄՈՐԱՍՆԿԵՐԻ ԱՐԳԻՆԱԶԱՅԻ ՄԱՔՐՈԻՄԸ

Մ. Ա. ԴԱՎԹՅԱՆ, Ս. Վ. ՋՈԻ8ԱՐՅԱՆ, է. Ռ. ԹՈԻՄԱՆՅԱՆ

Ուսումնասիրվել է արգինադային ակտիվության ա րւկ ա յ ութ լ ո ւնր Can­
dida ցեղի խմ որասնկերի յոթ ներկայացուցիչների մոտ։ Իրականացվել է 
ինդուկցիայի ենթարկված ֆերմենտի մասնակի մաքրում ր Candida 
guilliermondii var. membranaefaciens BKM Y —43 մոտ։ Մ աքլրումր 
կատարվել է մի քանի կտապներով' էքստրակցիա, մշակում մանգանով և պրո֊ 
պանո/ով, դելֆի լտ րա ցի ա, աղայնացոլմ ( NH4) շՏՕ^ - ով։

PURIFICATION OF ARGINASE FROM CANDIDA GUILLIERMONDII 
VAR. MEMBRANAEFACIENS

M. A. DAVTIAN, S. V. CHUBARIAN, L. R. TUMANIAN

The arginase of C. guilliermondii var membranaefaciens VKM Y-43 
has been purified. The purification has been carried out by several sta­
ges: the extraction, manganese treatment, sephadex G-50 chromatogra­
phy and ammonium sulfate treatment.

ЛИТЕРАТУРА

1. Габриелян Г. А., Акопян Б. А., Давтян М. А. Биолог, ж. Армении, 30, 8, 1977.
2. Чубарян С. В., Тер-Карапетян М А., Туманян Л. Р. Биолог, ж. Армении, 24, 8, 1971.

910



3. Archibald R. M. J. Biol. Chem , 156, 121, 1944.
4. Chan P. Y.. Cosslns E. A. Plan Cell Physiol, 14. 641. 1973.
5. De Hauwer G., Lavalie R.. Wiame J. M. Biochim. Biophys. Acta, 81, 257, 1964.
6. Lalshley E. J., Bernlohr R. W. .1. Bacterlol, 96, 322, 1968.
7 Lowry 0. H, Rosebrough N. YFarr A L., Randall R. Y. J. Biol. Chem., 193, 

265, 1951.
8. Middelhoven W. J- Biochim. Biophys. Acta, 93, 650, 1964.
9. Middelhoven W. J. Biochim. Biophys. Acta, 191, 110, 1969.

10. Middelhoven W. L Antonie van Leeuwenhoek. J. Serol. Microbiol., 35, 215, 1969.
11. Mora Tarrab R., Martuscelli J., Soberon G. Biochim. J., 96, 588, 1965.
12. Nakamura N.. Fajita M., Kimura K- Agr. Biol. Chem., 37, 2827, 1973.
13. Penninckx M., Simon J- P., Wiame J. M. Eur. .1. Biochem., 49, 429, 1974
14. Simon J. P-, Stalon V. Biochimie, 58, 1419, 1976.
15. Yamanaka K-, Gino M. J. Ferment. Technol., 838, 1976.

911



ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ կենսաբանական լա ն դ ե и 
БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

XXXII, 9, 1979

УДК 615.355:577.152.351

КЛЕТОЧНАЯ ТЕСТ-СИСТЕМА ДЛЯ ОТБОРА И ИЗУЧЕНИЯ 
ФЕРМЕНТНЫХ ПРЕПАРАТОВ С АСПАРАГИНАЗНОИ И

ГЛУТАМИНАЗНОИ АКТИВНОСТЬЮ

Ж. К. АСЛАНЯНЦ, Я. В. ДОБРЫНИН

Клеточные линии рака человека СаРа (карцинома поджелудочной железы) и лим­
фома Бёркитта—Р3НЕНР чувствительны к аспарагину и глутамину; клеточная ли­
ния СаОу (карцинома яичника) не чувствительна к этим аминокислотам.

Тест-система, состоящая из чувствительных к аспарагину и глутамину—СаРа и 
Р5НЕНИ—и нечувствительной—СаОу—клеточных линий может использоваться для от­
бора и изучения специфической биологической Е-аспарагиназной-глутаминазной актив­
ности и неспецифической цитотоксичности испытуемых ферментных препаратов.

Одним из ферментов, проявляющих специфический противоопухо­
левый эффект, является Ь-аспарагиназа [2—5, 8—10].

Для определения первичной оценки биологической активности пре­
паратов используется метод монослойных и суспензионных клеточных 
культур [5—9]. Для проведения подобных испытаний необходимо со 
здание тестирующей системы, состоящей из чувствительных и нечувстви­
тельных к специфическому действию препаратов клеток.

В статье приводятся результаты исследований по созданию тест- 
системы, чувствительной к специфической аспарагиназной и глутами­
назной активности и неепецифическому цитотоксическому эффекту фер­
ментных препаратов с аспарагиназной и глутаминазной активностью.

Материал и методика. Использовались две монослойные клеточные культуры— 
СаОу (карцинома яичников человека) и СаРа (карцинома поджелудочной железы че­
ловека) и одна стационарная взвешенная культура—лимфома Бёркитта (штамм 
Р5НЕНК), взятая из лаборатории иммунологии СНЦ

Критерием цитотоксического эффекта мы избрали действие препарата на уровень 
синтеза нуклеиновых кислот (в частности ДНК), так как цитостатики тормозят син­
тез нуклеиновых кислот независимо от того, действуют они непосредственно на этапы 
синтеза ДНК или опосредованно, через иные клеточные системы. Данный критерий 
отражает жизнедеятельность популяции клеток в целом. Цитотоксический эффект 
оценивали радиометрическим методом, определяя уровень включения клетками мечен­
ного тритием НЗ-тпмидина [1, 6]. Измерение радиоактивности производили с по­
мощью сцинтилляционного счетчика «Интертекник». Гидролиз и экстракцию нуклеи­
новых кислот осуществляли по модифицированному методу [11]. Детали метода опи­
саны ранее Добрыниным и соавт. [1]

В опытах с монослойными клеточными культурами СаОу и СаРа мы использовали 
синтетическую питательную среду № 199 с добавлением 10% от объема среды сыво­
ротки крупного рогатого скота с антибиотиком канамицином (100 ед/мл). Инкубаци­
онная взвесь содержала 100 тыс. клеток/мл.
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объ- 
(100

и а-

г игиоПиТ'Х С с' 1!еязио։1но,։ клеточной куль,урон лимфомы Бёркитта (штамм 
P3HEHR) использовалась синтетическая среда RP.V.Y-1629 с добавлением 10% от 
<\я среды телячьей эмбриональной сыворотки с антибиотиком мономицином 
ед/мл). нкубационная взвесь содержала около 500 тыс. клеток в 1 мл среды.

риготовленные клеточные взвеси инкубировали с аспарагином, глутамином 
аспарагинатой фирмы Байер (ФРГ) при 37° в течение 24 iac . (в случае с культурами 
ас и ,а а) и в течение 6 час. (в случае с культурой лимфомы Бёркитта), а-аспа-

рагиназа добавлялась к клеткам в концентрации 0.2; 0.5; !,0; 5.0 и 50 МЕ/мл.
Глутамин и аспарагин добавлялись в инкубационную взвесь в равноэквивалентны’։ 

дозах 0.2 мкг/мл Кроме того, были проведены опыты с добавлением в инкубацион­
ную взвеет, избытка аспарагина в дозе 0.5 мг/мл. Препараты 
Игла после отмыва клеточных культур.

добавлялись в среду

Результаты и обсуждение. Результаты опытов с добавлением ас­
парагина и глутамина в равноэквивалентны.х дозах к культуре клеток 
СаОу показали, что включение метки клетками практически не меня­
лось (табл. 1).

Таблица 1 
Чувствительность культур клеток к аспарагину и глутамину

Условия опыта

1 Вр
ем

я ин
­

ку
ба

ци
й,

 
ча

с.
__

__
_

1 Включение II3-тими­
ди на Достовер- 

п 1СТЬ, Р
расп./мин

% от
КОН1 ֊ 
ри л я

Среда Игла клетки СаОч 24 19137+41 100 Р<0,001
Среда Игла-рглутамии-рклетки СяОу 24 19102+22 99 Р<0,005
Среда Игла-|-аспарагин4-клетки СаОу 24 16601+38 84 Р< 0,001
Среда Игла-расчара1 ип + глутамин • клет-

ки СаОу 24 23177+39 122 Р<0,С01

Добавление избытка аспарагина также существенно не влияло на 
этот показатель. Можно думать, что клетки культуры СаОу являются 
резистентными к дефициту аспарагина и глутамина.

Добавление глутамина и аспарагина в равноэквивалентных дозах 
к клеточным культурам СаРа и лимфоме Бёркитта выявило тенденцию 
К увеличению включения метки указанными клетками (табл. 2 и 3).

Из результатов, представленных в табл. 2 и 3, можно заключить, 
что клеточные культуры СаРа и лимфома Бёркитта чувствительны к 
дефициту аспарагина и глутамина. При этом клетки культуры СаРа в 
большей степени аспарагинзависимы, а клетки культуры Р3НЕНК-глу- 
т аминзависимы.

Таким образом, клеточные культуры СаРа и РзНЕНД, по-видимо- 
му, аспарагин- и глутаминзависимы и могут служить тестом для опре­
деления специфической биологической активности ферментных препа­
ратов с аспарагип-глутаминазной активностью.

Наши данные о резистентности клеточной культуры СаОм к дефи­
циту аспарагина и глутамина, а также о чувствительности клеточной 
культуры клеток СаРа, полученной из карциномы поджелудочной же­
лезы человека, полностью совпадают с данными других авторов [3, 4].

Испытания ферментного препарата Б-аспарагиназы из Е. соН в до­
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зах 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 5,0 и 50 МЕ/мл доказали, что краснптин в малых 
дозах (до 5,0 МЕ/мл) не оказывает существенного влияния на включе­
ние метки ни у культуры клеток СаОу, ни у культуры клеток СаРа. 
Однако в дозах 5,0 и 50 МЕ/мл он снижает уровень включения метки 
указанными культурами до 50%.

Результаты опытов, проведенных с препаратом Б-аспарагнназы, 
показали, что выбор тест-системы, состоящей из чувствительной к ас­
парагиназе клеточной культуры СаРа, подтверждает наличие специфи­
ческой биологической активности в препарате, а испытания на нечув­
ствительной к дефициту аспарагина клеточной линии СаОу показали 
относительную степень очистки указанного фермента, что проявляется 
в неспецифической цитотоксичности препарата.

Чувствительность культур клеток СаРа к аспарагину и глутамину
Таблица 2

Условия опыта
Вр

ем
я ин

­
ку

ба
ци

и,
 

ча
с.

 __ Включение Н3-ти- 
дина Достовер­

ность. Р
расп./мин

% от 
конт­
роля

Среда Иглаф клетки СаРа 24 1389-ь700 100 Р>0,1
Среда Игла-|-глутамин֊|-клетки СаРа 24 1920+390 138 Р<0,01
Среда Игла + аспарагин + клетки СаРа 24 1847 + 576 133 Р = 0,05
Среда Игла+глутамин + аспара։ инф клет­

ки СаРа 24 2189+547 157 Р<0,05

Таблица 3
аспарагину и глутаминуЧувствительность клеток Р3НЕНЕ к

Усл ՝вия опыта

Вр
ем

я ин
­

ку
ба

ци
и,

 
ча

с.
__

__
__

_

Включение Н3-ти- 
мидина Достовер­

ность, Р
расп./мин

% от 
конт­
роля

Среда Иглаф клетки Р3 ПЕНИ 6 783+-62 100 Р = 0,05
Среда ИглафглутаминЧ-клетки Р3 НЕНЕ 6 1021+97 130 Р = 0,005
Среда Игла + аспарагин-]-клетки Р3 НЕНЕ 6 932 +602 118 Р>0,1
Среда Игла + аспара гинфглу та мин + клетки

Р3 НЕНЕ 6 1231+759 157 Р=0,1

Таким образом, клеточные системы, состоящие из аспарагин- и глу- 
таминзависимых (клеток поджелудочной железы человека—СаРа и 
лимфомы Беркитта—Р3НЕНК) и аспарагин- и глутаминнезависимых 
(клеток культуры СаОу) клеточных линий могут быть использованы 
как тестирующие системы для дифференцировки специфической Б-ас- 
парагиназной и глутаминазной биологической активности от неспеци- 
фической цитотоксичности ферментных препаратов.

Ереванский государственный университет, 
кафедра биохимии Поступило ЭЛУ 1979 г.
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ԲՋՋԱՅԻՆ ՏԵՍՏ-ՍԻՍՏԵՄ ԱՍՊԱՐԱԳԻՆԱԶԱՅԻՆ ԵՎ ԳԼՈԻՏԱ- 
ՄԻՆԱ*ԷԱՅԻՆ ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՄՐ ՕԺՏՎԱԾ ՖԵՐՄԵՆՏԱՅԻՆ 

ՊՐԵՊԱՐԱՏՆԵՐԻ ԸՆՏՐՈՒԹՅԱՆ ԵՎ ՈՒՍՈՒՄՆԱՍԻՐՄԱՆ ՀԱՄԱՐ

ժ. Ք. ԱՍԼԱՆՅԱՆ8, 3. Վ. ԴՈհՐԻՆԻՆ

Մարդու բաղցկեդային բջիջներս (են թ ա ս տ ա մ ո բ ս ա յին գեղձի կար֊
ցիոնոմա) /-. Բերկիտտի լիմֆոման -Ր3Ւ1£14[? զգայուն են ասպարագինի 

!■. դլուտամինի նկատմամբ. ԸյԸԽ (ձվարանի կարցիոնոմա) րջիջներր զգա­
յուն չեն այդ ամինաթթուների նկատմամբ։

Տ ե ս տ - ս ի Ոտ եմ ան բաղկացած ասպարաղինի և դլուտամինի նկատմամ.' 

զգա յուն ՍյԼյ և ԼյՍ£Ւ1 Լ Բջիջ՛ներից և ոչ զգայուն բջիջներից կարող են ծա֊ 
ոայել կենսաբանական յոլրահա տոլկ ա կտ ի վոլթ յա մ բ օմ տ վա ծ Ն֊ասպարա֊ 
գինագայի և Լ-գ/ուտամ ինաղայի րնտրութ յան և ո ւս ումն ա ս ի ր մ ան, ինչպես 
նաև այգ ֆերմենտների ոչ յուրահատուկ ցիտուոոբսիկ ազդեցության ուսում֊ 
նա սիրման համար։

CELL TEST-SYSTEM FOR SCREENING AND STUDY OF 
FERMENTATIVE PREPARATIONS WITH ASPARAGINASE

AND GLUTAMINASE ACTIVITY

G. K. ASLANIANTS, J. V. DOBRYNIN

Cell lines of human cancer CaPa (pancreas carcinoma) and Berkitf 
lymphoma P3HEHR are sensitive to asparagine and glutamine, while the 
cell line CaOv (ovary carcinoma) is not sensitive.

Test- system consiting of sensitive to asparagine and glutamine cell 
lines CaPa and P3HEHR and not sensitive cell line CaOv may be used 
tor screening and study of specific biological L-aspardginase-glutamlnase 
activity and nonspecific cytotoxicity of tested preparations.
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ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ ՀԱՆԴԵՍ
БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

՜՜ XXXII, 9, 1979

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 577.15.591.8

ФЕРМЕНТЫ БИОСИНТЕЗА Б-ЦИТРУЛЛИНА 
У ЛАКТОБАЦИЛЛ И СТРЕПТОКОККОВ

Л. Г. АНАНЯН, М. О. АСАТРЯН

В наших предыдущих работах были представлены данные о нали­
чии четырех ферментов мочевинообразования у молочнокислых пало­
чек и стрептококков и предполагалось присутствие одного из первых 
ферментов этого цикла—карбаматкиназы [1, 2].

Наша цель заключалась в определении активности карбаматкина­
зы (АТФ: карбамат фосф.отранс-фераза, ЕС 2.7.2.2.) через биосинтез 
цитруллина при участии орнитинтранскарбамилазы исследуемых бак­
терий.

Материал и методика. Объектом исследований служили молочнокислые бактерии 
I... 1асНз 1694. Б. сазе! 2528 и стрептококки 51г. ГаесаНэ 24*53, штаммы которых были 
получены из музея сектора микробиологии проблемной лаборатории кафедры молоч­
ного дела Ереванского зооветинститута. Бактерии выращивались при 40° на среде: 
гидролизат молока—100 мл, лактоза—1,2 г. ЫаС1—0,3 г, дрожжевой автолизат— 
3 мл, pH 6,4. Дезинтеграция выращенной биомассы проводилась в стеклянном дез­
интеграторе типа Поттера—Эльвейгейма в присутствии А1?О3 в отношении 1:1 в тече­
ние 20 мин. Дезинтеграт центрифугировался при 5000 5 в течение 20 мин при 4±1°. 
Активность карбаматкиназы и орнитинтранскарбамилазы определялась по методу 
Книвета [7] в нашей модификации путем инкубирования ферментного препарата в 
анаэробных и факультативно-анаэробных условиях в течение 70 мин при 37°. Реак­
ционная среда содержала (в мл): 0,2—-Б-орнитина. НС1 (0,4 М); 0,1—АТФ (0,06 М); 
0,1—ХН4С1 (0,36 М); 0,6—КНСО, (0,5 М), 0,1— М?С12.6Н2О (0,24 М); 0.7—1,0 фер­
ментного препарата; 0,4—Н2О. Общий объем 2,12 мл. Опыты проводились в трех 
вариантах. Вариант 1: в реакционную среду с ферментным препаратом вводилась 
смесь газов в сосудики Варбурга приблизительно в соотношении 5% СО2 и 95% No. 
Вариант 2: проводился только в присутствии Х2; вариант 3—в присутствии газов. 
Реакция останавливалась прибавлением 70% ТХУ. Активность ферментов определя­
лась по количеству синтезированного Ь-цитруллина в мкмолях активности фермента 
на мг белка по методу Арчибальда [4].

Результаты и обсуждение. В наших ранних исследованиях актив­
ность орнитинтранскарбамилазы определялась через фосфорилиз и ар­
сенолиз Б-цитруллина [1, 2].

В настоящей работе представлены данные о биосинтезе Б-цитрул- 
лина из экзогенного Б-орнитина и эндогенного карбамилфосфата под
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действием орнитинтранскарбамилазы (карбамил-фосфат: Е-орнитин- 
карбоксилтрансфераза, ЕС 2.1.3.3). Синтез карбамилфосфата у иссле­
дуемых бактерий проходит в присутствии АТФ, СО2, \Н3 под действием 
карбаматкиназы, что впервые было установлено у стрептококков 
Джонс [6].

Ряд авторов нашли, что пути биосинтеза карбамилфосфата в жи­
вотных и бактериальных препаратах идентичны [5, 8]. Однако у мик­
роорганизмов биосинтез проходит в отсутствие М-ацетилглутамата, но­
сит обратимый характер и катализируется ферментом карбаматкина- 
зой, за исключением Е соН, в то время как у животных—карбамилфос- 
фатсинтетазои. Реакция биосинтеза цитруллина обратима, и в этом ас­
пекте она представляет второй механизм для использования карбамиль­
ной группы цитруллина в биосинтезе пиримидинов.

Таблица

Strept. faecalis 2453

Активность карбаматкиназы и орнитинтранскарбамилазы бактерий родов 
Lactobacillus и Streptococcus, мкМ/г сухой биомассы

е"/оС02+95и/(, Na М+м = 27,04+ 9,34
N2 М+м = 27,10+- 8,31

Газы отсутствуют М+ м = 62,90 + 17,00
L. casei 2528

5°/0СО2+95% N2 М+м = 3,71± 0,300
N, М+м^= 3,32± 0,700

Газы отсутствуют М+м = 4,44+ 0,200

L. lactis 1694

5"/0СО2 95% N, М+м = 3,21+ 0,800
N3 М+-м = 2,95+ 0,104

Газы отсутствуют М±м = 3,33+- 0,700

Как показывают данные табл. 1, выраженная активность фермен­
тов у стрептококков проявляется во всех трех вариантах, т. е. в строго 
анаэробных и факультативно-анаэробных условиях. Книвег изучал 
биосинтез цитруллина только в присутствии К2ф-СО2. Однако в наших 
опытах этот процесс фиксирован также в присутствии только азота и в 
его отсутствие. В последнем случае количество синтезированного цит­
руллина было вдвое больше, что, очевидно, можно объяснить тем, что 
для стрептококков, которые являются факультативными анаэробами, 
строгий анаэробиоз менее благоприятен для проявления активности 
фермента. Лактобациллы по сравнению со стрептококками синтезиру­
ют цитруллин в минимальном количестве.

Данные опытов подтверждают факт присутствия первого фермента 
орнитинового цикла мочевинообразования карбаматкиназы у исследуе­
мых бактерий, что позволяет нам, основываясь на ранее опубликован­
ных данных об остальных ферментах этого цикла, заключить, что изу­
чаемые бактерии обладают комплексом ферментов цикла мочевинооб­
разования.

917



Наши исследования показали также, что у изучаемых лактобацилл 
и стрептококков карбаматкиназа и орнитинтранскарбамилаза работа­
ют одновременно з двух системах—аргининдигидролазной, т. е. на пути 
катаболизма аргинина, и биосинтеза Ь-аргинина в цикле мочевинообра- 
зования.

Ереванский государственный университет, 
кафедра биохимии и проблемная лаборатория 

сравнительной и эволюционной биохимии Поступило 3.I1I 1979 г.

Լ-ՑԻՏՐՈԻԼԻՆ1՝ ՐԵՈՍԻՆԹԵԶԻ ՖԵՐՄԵՆՏՆԵՐԸ
ԼԱԿՏՈՐԱՑԻԼՆԵՐԻ ԵՎ ՍՏՐԵՊՏՈԿՈԿԵՐԻ ՄՈՏ

Լ. Գ. ԱՆԱՆՅԱՆ, Մ. Հ. ԱՍԱՏՐՅԱՆ

[! ւս ումնա ս ի րվել է կա ր բա մ ա տ կին ա ղա յի ակտիվությունը կաթնաթթվա­
յին ձողիկների և ստրեպտոկոկերի մոտ։ Ցիտրուլինի բիոսինթեղր ընթացել 
/• անաերոբ և ֆակուլտատիվ անաերոբ պայման՛ներում ։ Ստրեպտոկոկերի մոտ, 
ֆակուլտատիվ անաերոբ պայմաններում, սինթեզված ցիտրուլինի քանա­
կությունը կրկնակի անդամ բարձր է։ I, ա կ տ ո բ ա ի լն ե ր ի մոտ ֆերմենտի ակ­
տի վո ւթ յ ո ւն բ համեմատաբար ցածր էլ

Ստացված տվյալները վկա յում են, որ ուսումնասիրված լակտոբացիլ֊ 
ներում ե ս տ ր ե պտ ո կո կե ր ում աոկա են միզանյութի բիոսինթեզի օրնիթինա- 
լին ցիկլի ֆերմենտներ։
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КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 577.152:576.851

РАСПРОСТРАНЕНИЕ ГЛЮКОЗОИЗОМЕРАЗЫ У РАЗНЫХ ВИДОВ 
СПОРООБРАЗУЮЩИХ БАКТЕРИЙ

3. Г. АВАКЯН, С. И. БАГДАСАРЯН, Л. С. МАРКОСЯН, Э. К. АФРИКЯН

Наиболее перспективным способом получения фруктозы, представ­
ляющей большой практический интерес для производства сахаристых 
продуктов, является ферментативная изомеризация ее из глюкозы с 
применением глюкозоизомеразы (Гл), или Д-ксилозо-кетол-изомеразы 
(КФ 5.3.1.5). Источником промышленного получения Гл являются мик­
роорганизмы, среди которых выраженная ферментативная активность 
установлена у различных видов актиномнцетов, проактпномицетов, мо­
лочнокислых и уксуснокислых бактерий [2, 3|. Для конверсии глюко­
зы во фруктозу применяются как клетки микроорганизмов—продуцен­
тов Гл, так и полученные из них ферментные препараты. Высокоэффек­
тивным оказалось использование иммобилизованных форм клеток мик­
роорганизмов и фермента в производстве фруктозного сиропа в проточ­
ной системе [1, 2].

Аэробные спорообразующие бактерии как источники получения Гл 
изучены слабо, хотя в данной группе установлено наличие высокопро­
дуктивных штаммов этого фермента [2]. Особый интерес представили 
штаммы Вас. соадиЫпэ, с применением которых ряд фирм разработал 
с высоким технико-экономическим эффектом микробиологический ме­
тод получения фруктозного сиропа [4, 5].

Цель данного сообщения—систематическое изучение Гл-активности 
разных видов спорообразующих бактерий.

Материал и методика. Объектами исследований служили культуры аэробных 
спорообразующих бактерий, выделенные и изученные нами в Институте микробиологии 
АН АрмССР. В число изученных штаммов были включены культуры бацилл, полу­
ченные из разных коллекций нашей и других стран. Культуры выращивались при 28° 
на среде, содержащей (г/л): кукурузный экстракт—20,0, пептон—10,0, дрожжевой 
экстракт—2,0, ксилозу—3,0, глюкозу—7,0, М^5О4.7Н2О—0,5, СоС12.6Н20—0,05, 
Х'аС1—5,0, агар—20,0. Спустя 24 и 48 час. готовилась суспензия культур бактерий в 
реакционной смеси на 0,1 М фосфатном буфере с содержанием (г/л): СоС12-6Н2О— 
0,476; М§5О4-7Н2О—4,92; глюкозы—0,36; ксилозы—0,01. Растворы глюкозы и кси­
лозы стерилизовались пропусканием через фильтр Зейтца. В реакционную смесь вно­
силась суспензия испытуемого штамма с расчетом получения конечного титра около 
0,5 млрд/мл, и пробирки помещались в водяную баню на 2 часа при 60°.
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Активность Гл определялась по образовавшейся фруктозе с использованием цис­
теин-карбазольного метода [6]. Достоверность образования фруктозы устанавлива­
лась ее хроматографическим определением с применением тпобарбитуровой кислоты [7].

Результаты и обсуждение. Сводные данные результатов исследо­
вания Гл активности односуточных культур разных видов спорообразу­
ющих бактерий подытожены в таблице. Степень ферментативной ак­
тивности испытанных штаммов выражалась по сравнению с 0,15%-ным 
раствором фруктозы.

Таблица
Глкжозоизомеразная активность различных видон спорообразующих бактерий

Виды и группы бацилл
Кол-вэ испы­
танных штам­

мов

Кол-во ни аммов с глюкозо- 
измеразной активностью

слабой СИЛЬНОЙ

Вас. sublilis-mesentericus 118 3 40
Вас. 1 ic hen i f or m is 9 1 8
Вас. biotini 4 0 0
Вас. pumilus 9 1 1
Вас. mycoides 40 1 1
Вас. cereus-thuringiensls 8 2 0
Bar. brevis 11 0 8
Вас. megaterium 42 1 10
Вас. polymyxa 18 0 15
Вас. sphaerlcus 5 0 2
Вас. idosus-agglomeratus 30 2 12
Вас. albidus 5 1 1
Вас. clrculans 4 2 1
Вас. coagulans 2 1 1
Вас. laterosporus 4 0 2
Вас. badius 2 1 0
Вас. alvei 4 2 1
Вас. popilliae 5 0 0

Итого 320 18 103

Представленный материал указывает на широкое распространение 
Гл у (культур разных видов спорообразующих бактерий. Важно под­
черкнуть, что подобная активность на достаточно высоком уровне вы­
является у весьма распространенных в природе видов, в частности, Вас. 
subtllls-mesentericus, Вас. idosus-agglomeratus, Вас. polymyxa. Так, у 
культур группы сенного и картофельного бацилла более трети из 
изученных 118 штаммов проявляли высокую Гл-активиость. Подоб­
ное отмечается почти у половины изученных культур Вас. idosus-agglo­
meratus, а в группе Вас. polymyxa число активных продуцентов Гл со­
ставляет 80%. Большинство изученных культур Вас. mycoides, Вас. се- 
reus, характеризовалось либо слабой Гл-активностью, либо было лишено 
ее. Культуры вида Вас. brevis и отчасти Вас. laterosporus, Вас. sphae- 
ricus по нашим данным, следует отнести к перспективным источникам 
получения Гл. Использованные в опытах штаммы Вас. biotini, близко 
родственного к картофельному бациллу биотиндефицитного вида, ока­
зались лишенными Гл. У культур других видов, представленных ма-
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лы.м числом штаммов, продуценты Гл отмечались редко. Все испытан­
ные штаммы Вас. popilliae—возбудителей молочных болезней японского 
/кука не обладали Гл-активностью. Следует отметить, что эти штаммы, 
полученные из коллекции культур микроорганизмов США и Франции, 
в условиях выращивания на искусственных питательных средах были 
лишены спорогенной способности. Среди других энтомопатогенных ви­
дов (Вас. alvei, Вас. thuringiensis) продуценты Гл более часто обнару­
живаются у культур Вас. alvei.

Результаты проведенных исследований не дают оснований сделать 
заключение о систематической приуроченности Гл активности у разных 
видов и групп спорообразующих бактерий, хотя в отдельных случаях 
это выявляется (Вас. polymyxa, Вас. brevis). Помимо испытанных 
штаммов бацилл, были изучены и некоторые другие энтомогенные мик­
роорганизмы, в частности дрожжи и энтерококки, у которых Гл выявля­
лась редко и в слабой степени.

I руппа Вас. subtilis-mesentericus, представленная наибольшим чис­
лом изученных штаммов, включала большое число разновидностей. 
Среди исследованных 70 штаммов, идентифицированных как Вас. sub- 
tilis, было выявлено 45 культур со слабой и одна -с сильной Гл-актив­
ностью. Изучено 48 культур различных разновидностей Вас. mesenteri- 
cus, из которых у 8 штаммов выявлена Гл, в том числе у 7 со слабой и 
одного—с сильной активностью. Из 5 культур Вас. mesentericus niger 
Гл со слабой активностью выявлена у 2 х штаммов, у 4-х штаммов 
Вас. mesentericus fuscus и 2-х Вас. mesentericus vulgatus Гл не выяв­
лена. Среди 40 штаммов Вас. mycoides имелось 8 инверсивных форм. 
Наиболее активный продуцент Гл был обнаружен лишь у одного штам­
ма именно этой разновидности.

Результаты изучения Гл у культур спорообразующих бактерий, 
после их инкубации в течение 48 час. оказались аналогичными подыто­
женным в табл., но, как правило, у них ферментативная активность 
устанавливалась на более низком уровне, либо не обнаруживалась. 
Изучение этого явления показало, что оно связано с интенсивностью 
спорообразования. Культуры бактерий на стадии завершения спорооб­
разования или свободных спор обладали слабой активностью Гл, либо 
полностью теряли ее.
Институт микробиологии АН АрмССР Поступило 1S.VII 1979 г.

ԳԼՅՈԻԿՈԶԻԶՈՄԵՐԱԶԱՅԻ տարածվածությունը 
ՍՊՈՐԱՎՈՐ ԲԱԿՏԵՐԻԱՆԵՐԻ ՄՈՏ

Ջ. Դ. ԱՎԱԴՅԱՆ, Ս. Մ. ԲԱՂԴԱՍԱՐՅԱՆ, Լ Ս. ՄԱՐԿՈՍՅԱՆ, 
է. Գ. ԱՖՐԻԿՅԱՆ

Ուսումնասիրվել են սպորավոր բակտերիաների 320 կուլտուրաների 
գլյուկոզիւլոմերազային ակտիվությունը, Պարզվել է, որ այդ խմբին պատ֊
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կան ող, բնության մեշ լա լն տարածված բակտերիաների որոշ տեսակներ 
օմտված են գլյուկո զի զոմ ե ր ա զա յին բարձր ա կտ ի ւէութ հ ա մ բ ։ Ստացված ար­

դյունքները հնարավորություն չեն տալիս ե ղր ա կա ցն ե լու հ ի շ յ ա լ ֆերմենտի 

տեսակային պատկանելիության մասին։
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ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ ՀԱՆԴԵՍ
БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

XXXII, 9, 1979

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 575.24:576.851.48

МУТАНТЫ ESCHERICHIA COLI К-12, ДЕФЕКТНЫЕ ПО 
СПОСОБНОСТИ К УСВОЕНИЮ ПУРИНОВЫХ НУКЛЕОЗИДОВ

Ш. М. КОЧАРЯН, М. А. МЕЛКУМЯН

Начальный этап катаболизма пуриновых нуклеозидов клетками 
Е. coli связан с фосфоролитическим расщеплением N-глкжозидной свя­
зи молекулы нуклеозида и образованием свободных оснований и пенто- 
зо-1-фосфата (рибозо- или дезокснрибозо-1-фосфата) в реакции, ката­
лизируемой пуриннуклеозидфосфорилазой (ген pup). Мутанты pup те­
ряют способность усваивать пуриновые нуклеозиды в качестве един­
ственных источников углерода и энергии для роста [5 7]. Кроме то­
го, усвоение пуриновых, а также пиримидиновых нуклеозидов наруша­
ет мутации по генам drm и dra, ответственным за катаболизм пентозо- 
1-фосфата [5—7]. Вторая активность, также способная расщеплять 
пуриновые нуклеозиды, у штаммов Е. coli дикого типа отсутствует, од­
нако может быть индуцирована в результате мутаций, обозначенных 
pnd [2].

Целью настоящей работы было получение мутаций, которые нару­
шают у штаммов генотипа pup pnd усвоение пуриновых нуклеозидов, 
но не затрагивают известные гены катаболизма нуклеозидов.

Материал и методика. Состав сред, условия культивирования бактерий, методи­
ки коньюгационных и траисдукционных (фаг PI) скрещиваний и определения гуано­
зиндеградирующей активности в бесклеточных экстрактах бактерий описаны ранее 
[1, 2]. В качестве исходного штамма для выделения мутантов использовали штамм 
Е. coli К-112 SK 401 (генотип Hfrll, purD, pup 8, pnd l), который благодаря наличию 
в геноме мутации pnd 1 способен расщеплять все пуриновые нуклеозиды, несмотря 
на дефект но гену pup [2]. Культуру штамма SK 401 обрабатывали нитрозогуаниди­
ном [4], высевали на минимальную глюкозосолевую среду с гипоксантином как ис­
точником пуринов, а затем методом отпечатков выявляли среди выросших колоний 
мутанты, не способные к усвоению пуриновых нуклеозидов в качестве источников уг­
лерода и энергии или источников пуринов.

Результаты и обсуждение. Два из отобранных памп мутантов 
(представитель обозначен МК 466) штамма БК 401 были не способны к 
усвоению ксантозина, гуанозина, дезоксигуанозина, а также ксантина и 
;уанина в .качестве источников пуринов, но сохранили способность к
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усвоению нуклеозидов ксантина и гуанина в качестве источников угле­
рода и энергии. Такой фенотип мог быть ооусловлен мутацией в од­
ном из двух генов—gpt (фермент гуанинфосфорибозилтрансфераза) 
или guaC- (гуанозинмонофосфатредуктаза) [3]. Ген gpt располагает­
ся на генетической карте Е. coll рядом с геном ргоА, a guaC—с геном 
leu [3]. Из данных табл. 1 следует, что мутация, нарушающая способ­
ность бактерий к усвоению производных гуанина и ксантина в качестве 
единственных источников пуринов, наследуется в коньюгацпонных скре- 
щиваниях с большей частотой с маркером leu чем ргоА, а при трансдук­
ции—только с маркером leu. Следовательно, мутация в штамме МК466 
затрагивает уже известный локус guaC.

Таблица 1
Наследование мутации, нарушающей усвоение производных ксантина и гуанина в ка­

честве единственных источников пуринов, рекомбинантами от скрещиваний мутанта 
МК 466 с реципиентами БК 12*

Тип скрещи­
вания

Селектируемые 
рекомбинанты

Проверено 
рекомбинантов

Не усваивают 
производные 

ксантина и гуа­
нина

Частота наследо­
вания с селекти­
руемым марке­

ром, %

Конъюгация Leu + RpsL~ 71 71 100
РгоА + RpsL՜ 27 9 33

Трансдукция Leu + 95 27 28
ProA + 96 0 <1

’—Генотип SK 12-F , pup 8, leu, ргоА, rpsL, purD |lj.

Способность штаммов БК 110, БК 401 и МК 462 к росту на средах с нуклеозидами 
как источниками углерода и энергии и дезоксигуанозиндеградирующая активность 

в бесклеточных экстрактах, ммкМ превращенного субстрата за мин/мг белка

Таблица 2

Штамм* Генотип
Способность к росту на среде с Гуанозинде­

градирующая 
активностьпуриновыми 

нуклеозидами** уридином тимидином

БК ПО pup — -ь + <10
БК 401 pup, pnd 1 + 4՜ + 158
МК 462 pup, pnd, supnd — + -h <10
БК 111 дикий тип + + + 91

*—Штамм БК ИО родительский по отношению к БК401 [2].
**—Проверены аденозин, инозин, гуанозин, дезоксигуанозин, дезоксиинозин и дез­

оксиаденозин.

В числе прочих было отобрано также два мутанта (представитель 
МК 462), которые были не способны к усвоению всех пуриновых нуклео­
зидов как источников углерода и энергии (соответствующий дефект пред­
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варительно обозначали как supnd, (табл. 2). Мутант МК 462 сохра­
нил способность к усвоению в качестве источников углерода и энергии 
пиримидиновых нуклеозидов—уридина и тимидина, что свидетельству­
ет о том, что полученная мутация не затрагивает гены drm и dra, ответ­
ственные за катаболизм пентозо-I фосфата. В конъюгационных скрещи­
ваниях с множественно-маркированными штаммами F՜ было обнаруже­
но, что при использовании в качестве донора штамма МК 462 мутация 
pnd наследуется в потомстве рекомбинантов His4RpsL՜, Trp^RpsL՜ и 
Gal RpsL с теми же'частотами, что и при использовании в качестве 
донора штамма SK 401. Данные табл. 2 показывают, что мутация в 
штамме МК 462 не затрагивает локус pnd. Бесклеточные экстракты 
штамма МК 462 в отличие от экстрактов родительского штамма SK401 
не способны расщеплять дезоксигуанозин. Следовательно, фенотип 
штамма МК 462 не обусловлен дефектом по транспорту пуриновых нук­
леозидов. В предположении, что ген pnd является структурным геном 
фермента, который в результате мутирования приобретает способность 
к фосфоролизу пуриновых нуклеозидов, мутация supnd является, по- 
видимому, мутацией по гену—регулятору, контролирующему активность 
структурного гена pnd.

Институт экспериментальной биологии АН АрмССР Поступило 16.11 1979 г.

ՊՈԻՐԻՆԱՅԻՆ ՆՈԻԿ1.ԵՈ9,ԻԴՆԵՐԻ ՅՈՒՐԱՑՄԱՆ 2ԱՏՆՈԻԹՅՈԻՆԻՑ
ԹՈՐԻ ESCHERICHIA COLI K-12-1' ՄՈԻՏԱՆՏՆԵՐԸ

Շ. 1Г. ՔՈՋԱՐՅԱՆ, 1Г. Ա. ՄԵԼՔՕԻՄՅԱՆ

E. coli K֊72-/' ջտամները p 11 d մուտացիայի շնորհիվ ի վիճակի են 
րալքայել պոլրինա յին ն ոլկլե ո զի դն ե րը և յուրացնել նրանց իբրև ածխածնի 

U էներգիայի աղբյուր։ Այդպիսի շտ ա մ ի ց ստացված է մուտանտ, որբ անընդու֊ 
նակ է յուրացնել պոլրինա յին բոլոր ն ո ւկ լե ո ղի դն ե րր 1

Հայտնաբերված է, որ մոլտանտի ն ո ւկ լե ո զի դն ե ր ի քայքայմանր պա֊ 
տասխանատոլ զեները վնասված չեն, սակայն in Vill‘0 փորձերում մուտանտր 
փերի է պոլրինային ն ուկլեողի դն երր քալքայող ակտիվությունից։ Այսպիսով, 

ստացված է մուտացիա, որը կանխում է pnd զենի արտահայտությունը։
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ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ կենսաբանական լ ա ն դ ե ս 
БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

՜" XXXII՜ 9, 1979

„ КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 577.4

О ГРИБОСТОЙКОСТИ КЛЕЕВЫХ КОМПОЗИЦИЙ

К. А. КАРАПЕТЯН, Г. А. КАЗАРЯН, Дж. Г. АБРАМЯН, Р. Г. ГРИГОРЯН

В отличие от полимеров с высокой степенью полимеризации в по­
ведении олигомеров исключительно важную роль играют природа и чис­
ло концевых групп, молекулярно-массовое распределение (ММР) и 
распределение по типам функциональности (РТФ).

При получении линейных и трехмерных полимеров на основе оли­
гомеров конечные свойства результирующих полимеров определяются 
как характеристиками исходных олигомеров, так и условиями форми­
рования сшитых полимеров.

С этой точки зрения представляло большой интерес изучение влия­
ния ММР и РТФ исходного олигомера на адгезионные свойства клее­
вых композиций, а также на стойкость к различным внешним воздей­
ствиям, в том числе на грнбостойкость.

Материал и методика. Клеевые композиции на основе полиоксипропилендиола 
фенол-формальдегидной смолы (ФФС) и эпоксидной смолы 3D-20 с различными моле­
кулярно-массовыми распределениями и распределениями по типам функциональности 
были подвергнуты заспорению набором водно-споровых суспензии почвенных грибов. 
Опыты были проведены на полимерных клеях на основе вышеуказанных смол, где сши­
вающими агентами являлись толу-пли-дечпзоцианат, уротропин и низкомолекуляр­
ный полиамид Л-20. В наборе были использованы водно-споровые суспензии Asper­
gillus flavus, A. ochraceus, A. niger, Peniclllium chrysogenum, Trichoderma lignorum. 
Scopulariopsis brevicaulis. Опыты проводились при температуре 26—28° и относи­
тельной влажности воздуха 98 — 100%. Экспозиция 3 месяца.

Молекулярно-массовое распределение (ММР) определяли методом гельпронпкаю- 
щей хроматографии на приборе «Waters Associates'» (США) в Институте химической 
физики АН СССР, для чего использовали полиоксипропилендиол и ФФС с различными 
средне-массовыми распределениями.

Для пяти различных партий смолы ЭД-20 методом адсорбционной хроматографии 
на силикагеле марки «АСК» определяли полидпсперсность по функциональности (fw/fn), 
вводили полимер в клеевую композицию и определяли прочность склеивания. Резуль­
таты сведены в табл. 1.

Данные о зависимости прочности склеивания от средневесового молекулярно-массо­
вого распределения полиоксипропилендиола и воздействия набора грибов сведены в 
табл. 2.

Результаты и обсуждение. Результаты опытов показали, что проч­
ность клеевых соединений в основном сильно зависит от ММР и РТФ 
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исходных олигомеров. Наибольшая прочность склеивания и высокая 
Iриоостойкость получается при максимальной глубине полидисперс- 
ности по молекулярным массам и полидисперсности по функциональ­
ности.

Грибостойкость (Г) определяли по зависимостям:

Г = |(М\у/Мп) и Г=Щ\у/1п),

|де Мщ/Мп полидисперсность по молекулярным массам, 1\\71’п—поли­
дисперсность по функциональности.

ж Таблица!
Грибостойкость клеевых композиций с различным РТФ

Распределение по 
типам функциональ­

ности

Прочность, склеивания на 
на сдвиг, кгс/см3

до воздействия 
грибов

после воз­
действия гри­

бов

Т’лг1/Гп1 = 1,07 60 15
1ч/2/1п2- 1,11 72 20
1у/3/1п3 = 1,13 108 30
1и'4/1п4 = 1,14 122 45
1\у5/1п5=1,15 130 60

Таблица 2
Зависимость прочности склеивания от средневесового молекулярно-массового 

распределения полиоксипропилендиола

Кл
ее

вы
е 

со
ед

ин
ен

ия
՛

и
211

Мж Мп
Мт
Мп

Прочность склеивания на сдвиг, 
кгс/см2

до воздейсгвия 
грибов

после воздействия 
Iрибов

1

0,125 
0,212 
0,375 
0,175 
0,100

895 772 1,15 34,8 6

2

0,22 
0,26 
0,33 
0,11
0,06

1152 865 1,33 50,9 13

3

0,05
0,15
0,37
0,25

• .0,75

810 667 1,21 21,6 11,7

Таким образом, для определенного класса полимеров, один раз уста­
навливая зависимость между грибостойкостью ММР и РТФ, можно в 
дальнейшем, не проводя измерения, определять ожидаемую грибостой­
кость, прочность и другие эксплуатационные показатели.

Ереванский государственный университет, 
кафедра ботаники Поступило 15.У1 1979 г.
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ՍՈՍԻՆՁՆԵՐԻ ՍՆԿԱԿԱՅՈԻՆՈԻԹՅԱՆ ՎԵՐԱԲԵՐՅԱԼ
կ. Ա. ԿԱՐԱՊԵՏՅԱՆ, >. Ա. ՂԱ&ԱՐՅԱկ, Ջ. Հ. ԱԲՐԱՀԱՄՅԱՆ, Ռ. Գ. ԳՐԵԴՈՐՅԱՆ

Ուսումնասիրվել է տարբեր րիմ իական բա ղա դր ո ւթ յ սւ մ բ սոսինձների 
սնկակա խունության կախվածությունը սոսնձի կազմության մեշ մտնող պո֊ 
լիմերախին խեժի մոլեկոլլային֊ մասսային և ըստ ֆունկցիոնալ խմբերի 
բաշխված ութսուններից։ Յույց է տրվում, որ սոսնձային միացությունների 
ամ բողջությունխ սն կա դի մ ա ց կ ո լն ո ւթ յո լն ր , խիստ կերպով կախված է վե ր ր 
նշված պարամետրերից։
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КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

УДК 597.08

ДВА НОВЫХ ВИДА ПАРАЗИТИЧЕСКИХ НЕМАТОД РЫБ 
ДЛЯ ФАУНЫ АРМЕНИИ

Дж А ГРИГОРЯН, Л К. ВАРТАНЯН

Фауна паразитических нематод рыб водоемов Армении изучена не­
достаточно. Пока известны 2 вида нематод—паразитов рыб. Это РИа- 
аЬс1осйопа (ЕНосЬопа) 1ог1ипа1ош1 П1пп1к, 1933, впервые описанный из 
оз. Севан Динником [2]; в дальнейшем этот вид был отмечен в бас­
сейне р. Куры [5, 8]; второй известный вид нематод— СопДасоссит 
здиаЫ Ып51оху, 1907, описанный Платоновой из оз. Севан [7].

Оба вида встречаются у севанской храмули. Что касается других 
водоемов Армении, то с паразитологической точки зрения они совер­
шенно не исследованы. И только начиная с 1976 г. сотрудниками кафед­
ры зоологии ЕГУ началось изучение паразитофауны рыб, обитающих 
в них, благодаря чему удалось обнаружить 2 новых вида паразитичес­
ких нематод рыб для фауны Армении [6].

Сбор материала проводился в августе 1976 г. в верхнем течении 
р. Мармарик. Методом полного паразитологического вскрытия [1] 
исследованы 5 ручьевых форелей—29 и ЗсН В их кишечнике и в поло­
сти тела обнаружены нематоды, которые фиксировались в жидкости 
Барбагалоо и просветлялись в молочной кислоте.

Нематоды принадлежали к следующим 2 видам:

Семейство РЬаЬдосНошдае 5кг]аЫп, 1946
Род КИаЬОосЬопа РаППеС 1916;1РЬаЬс1осКопа (ЕПосйопа) ШатеМога 

ВусЬо\Узка]а—Ра\у1о\узка]а. 1936. Обнаружены в кишечнике всех вскры­
тых нами форелей. Всего 7 паразитов. В литературе отмечается как па­
разит кишечника усачей, маринки, гольца, сома и др. рыб в бассейне 
Балтийского, Каспийского морей, водоемах Средней Азии и Казахстана. 
В Закавказье отмечен в верхнем течении Куры на территории Грузии 
[4] и в ее горных участках, в Азербайджане [5].

Семейство ОюНорНушЮае Ра1111е1, 1915. Род Еи51гоп§111с1е5
Jagerskiold, 1909. ЕизкопеШдез ехазгш За§егзк1б1(1. 1909.

Нами обнаружены 2 экземпляра в полости тела двух самок вскры­
тых ручьевых форелей. Крупные личинки его (60—65 мм) паразитируют 
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в полости тела, мускулатуре, стенке кишечника рыб семейств осетровых, 
карповых, бычковых и др. Взрослые черви локализуются в кишечнике 
окончательного хозяина—водоплавающих птиц, чаще бакланов, реже 
пеликанов.

Распространен в реках Сибири, в бассейнах Черного и Каспийского 
морей [3]. В Закавказье встречается в бассейне р. Куры [8].

Таким образом, виды нематод РКаЬбосйопа И1атеп1ога. Еив1гоп- 
§^уИбез ехш’виз впервые нами отмечены не только для фауны Арме­
нии, но и для паразитофауны рыб сем. лососевых.

Ереванский государственный университет, 
кафедра зоологии Поступило 1'2.11 1979 г.

ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ՖԱՈՒՆԱՅԻ ՀԱՄԱՐ ԶԻՆԵՐԻ ՊԱՐԱԶԻՏ 
ՆԵՄԱՏՈԴՆԵՐԻ ԵՐԿՈՒ ՆՈՐ ՏԵՍԱԿ

Ջ. Ա. ԴՐԻԳՈՐՅԱՆ, Լ. Կ. ՎԱՐԴԱՆՅԱՆ

հարծարիկ գետի վերին հոսանքից որսված կարմրախայտ ձկան աղինե­
րուս ե. որովայնի խոռոչում հայտնաբերվել Լ պարազիտ ն ե մ ա տ ո դն ե ր ի երկու 
տԼ ո ակ' ՏհշԵճօշհօոՅ ք113րո6ոէօճ3 Bychowskaja-Pawlowskaja 1936 ե 
£ւյտէրօո§^11ճ6տ excisus յՅշօրտԽօէմ 1939, ոՐոնվ) Հայաստանի ֆաունրսլու մ 
ն չվում են առաջին անգամ։
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ВСЕСОЮЗНАЯ КОНФЕРЕНЦИЯ ПО КУЛЬТУРЕ 
КЛЕТОК РАСТЕНИЙ

3-я Всесоюзная конференция по культуре клеток растений, проходившая в Ин­
ституте микробиологии АН АрмССР, г. Абовяп, с 21 до 24 мая 1979 г., была организо­
вана Научным советом по проблемам физиологии и биохимии растений. Институтом 
физиологии растений им, К. А. Тимирязева АН СССР и Институтом микробиологии 
АН АрмССР.

На обсуждение конференции были вынесены вопросы, касающиеся физиологичес­
кой и генетической регуляции роста, метаболизма и продуктивности изолированных 
клеток растений, а также возможности применения их для соматической гибридизации 
и клеточной инженерии.

Конференция привлекла большое внимание ведущих специалистов многих отрас­
лей науки и производства Советского Союза и социалистических стран. Необходимо 
от метить, что в настоящее время культура изолированных тканей и клеток .растений 
становится одной из центральных моделей в разработке .фундаментальных биологи­
ческих проблем физиологии растений, молекулярной генетики, цитологии, молекуляр­
ной биологии, микробиологии, биохимии и селекции. Интерес к ней усиливается так­
же в связи с перспективами практического использования накопительной клеточной 
культуры для получения экономически важных соединений, представляющих собой 
продукты вторичного метаболизма, свойственные исключительно растительному ор­
ганизму.

Организационно заседания проходили в виде пленарных докладов, стендовых со­
общений и дискуссий за круглым столом. На конференции было заслушано 11 пленар­
ных лекций, выставлено 166 стендовых докладов и проведены 3 дискуссии за круглым 
столом.

Пленарные доклады представили направления, интенсивно развивающиеся в насто­
ящее время. Это были доклады, посвященные регуляции основного (В. П. Холодова, 
Москва) и вторичного (М. И. Запрометон. Москва) метаболизма в культуре клеток и 
тканей, а также синтезу экономически ценных соединений (3. В. Маршавина, Ереван).

Работы с изолированными протопластами как объектом и моделью для физиоло- 
логических исследований были представлены Институтом физиологии растений им. 
К. А. Тимирязева (Р. Г. Бутенко).

Большой интерес вызвали доклады по проблемам гибридизации соматических кле­
ток и использованию мутантов культивируемых клеток (К). 10. Глеба, Киев. А. Мюл­
лер, Готерслебеи, ГДР) и вирусам как векторам для переноса генетической инфор­
мации в культуре клеток (И. И. Фодор, Пущино).

В 166-ти стендовых сообщениях были представлены результаты оригинальных ра­
бот, отразивших названные в пленарных докладах направления. Стендовые сообще­
ния вызвали оживленный обмен мнениями особенно в отношении работ по гибридиза­
ции соматических клеток и культивированию протопластов (Ю. Ю. Глеба, Р. Г. Бутен­
ко, А. В. Мезенцов, Г. Коблитц и др.), биосинтезу вторичных метаболитов в сус­
пензионных культурах (А. А. Липский и Н. Черняк, 3. Б. Шамина, 3. В. Маршавина 
и др., И. И. Залоскина), по аппаратуре и технологии выращивания суспензионных 
клеточных культур.
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Значительный интерес вызвали также стенды, демонстрирующие успехи в области 
клонального размножения методами культуры тканей, получение гаплоидов и нсполь- 
зование их г> селекционной практике. Чрезвычайно плодотворной оказалась, в орга­
низационном плане, форма обмена мнениями при проведении дискуссий за круглым 
столом. Тема дискуссии объявлялась в программе, что позволяло в какой-то мере 
обдумать свое отношение к поставленным вопросам.

Темами дискуссионных обсуждений явились вопросы, связанные с практическими 
приемами и терминологическими обобщениями. Так. первая дискуссия касалась мето 
лов глубинного культивирования клеток растений. Были рассмотрены вопросы аппа­
ратурного оформления глубинного культивирования, критерии оценки суспензионной 
культуры, возможность использования микробиологической техники, сходство и раз­
личия при культивировании изолированных клеток растений и бактериальной клетки.

Состоялась также дискуссия по разбору вопросов клеточной инженерии. Следу­
ет сказать, что эта тема была обсуждена г пленарном сообщении, а также в ряде 
стендовых докладов. В дискуссии по этой теме приняло участие большое число деле­
гатов, особенно ученых из социалистических стран, где ведутся интенсивные нсследо 
нания по использованию метода изолированных клеток и протопластов для решения 
вопросов близкородственной и отдаленной гибридизации соматических клеток и полу­
чения на их основе гибридных растений.

Основными вопросами, волнующими генетиков, были вопросы трансмиссионной ге 
нетики гибридизации слиянием протопластов, судьба ядерных и внеядериых генетичес­
ких детерминант в близкородственных скрещиваниях, отдаленная гибридизация слия­
нием протопластов, генетический анализ при соматической гибридизации клеток, мор­
фогенез эпигенетической наследственности с помощью реконструированных клеточных 
систем.

Рассматривались также прикладные аспекты соматической гибридизации. Темой 
последней дискуссии явились особенности популяции культивируемых клеток. Состо­
ялся обмен мнениями по стандартизации критериев характеристики популяции, что 
является важным при разработке условий синхронизации культуры и непрерывном 
процессе глубинного культивирования.

В конференции приняли участие 300 ученых и специалистов Советского Соза, пред 
ставлявших 75 институтов и учреждений различного ведомственного подчинения из 32 
юродов страны, а из социалистических стран-—29 человек.

3. В. МАРШАВИНА
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ХРОНИКА

Годичная сессия Научных Советов АН СССР и АН АрмССР 
по проблеме «Биологические основы рационального использования, 

преобразования и охраны растительного мира»
Сессия, организованная Государствениым комитетом лесного хозяйства. Общест­

вом охраны природы и Институтом ботаники АН АрмССР, проходила с 3 но 7 
июня с. I , в Ереване. В работе Сессии принимали участие видные ученые нашей 
страны, представители всех республик, а также президент Восточноевропейского ко­
митета Международного союза охраны природы (МСОП) при ООН Я. X. Эйларт.

Сессию вступительным словом открыл Председатель Совета академик АН СССР 
А. Л. Тахтаджян. Итоги научной и научно-организационной деятельности Совета по 
проблеме за 1978 I. и основные направления работ на будущую пятилетку были об­
общены в докладе заместителя председателя Совета доктора биол. наук В. 11. Ва­
силевич. Академик АН АрмССР В. О. Казарян выступил с докладом на тему «Дея­
тельность ботанических учреждений Армении в области исследований и охраны флоры 
и растительности». С докладом «Задачи в области охраны растительного мира в свя­
зи с постановлением ЦК КПСС и Совета Министров СССР от 1 19.1978 г.» выступил 
член секции охраны растительного мира доктор биол. наук С. А. Дыренков. Большой 
интерес представили доклады докторов биол. наук Л. Е. Родина «Экологические ос­
новы охраны растительности аридной зоны», В. А. Алексеева «Задачи и перспективы 
исследований влияния атмосферных загрязнений на растительный мир СССР», Э. В. 
Каара «Пути рекультивации породных отвалов».

Все доклады, заслушанные на юдичной сессии, вызвали горячие прения.
В докладах ботаников Армении Э. Ц. Габриелян, А. М. Барсегяна, Л. Л. Осипян, 

П. А. Хурщудяна, А. А. Григоряна, П. А. Гандиляна, Ф. С. МардЖаняна были осве­
щены вопросы рационального использования и охраны редких и исчезающих дикорас­
тущих травянистых и древесных видов, растительных формаций, а также полезных 
споровых растений республики.

Сессия единодушно приняла резолюцию, в которой особо подчеркнула, что охрана 
растительного покрова—долг и важнейшая задача современного поколения ботаников, 
работающих в различных организациях страны.

Особо были отмечены крупные достижения ботаников Армении в развитии 
проблем морфологии и систематики растений, флористики, геоботаники и лесове­
дения, в интродукции растений местной флоры.

Сессия постановила считать одной из основных ботанических, .проблем, стоящих 
перед Проблемным Советом и ведущими боГаническимй' учреждениями֊ СССР, обос­
нование принципов сохранения тенетического фонда.֊/биосферы и ,,экологического .ин­
формационного фонда, содержащегося в исторически сложившейся.’ структуре естест­
венных растительных сообществ и экосистем. ■ ,

В целях развития фундаментальных исследований в области охраны раститель­
ного мира Сессия сочла необходимым осуществить следующие мероприятия;

1. Разработать совместно с Министерствам юстиции СССР проект Закона об охра­
не растительного покрова СССР.

9. Просить Совет Министров АрмССР расширить сеть заповедников и заказников 
в АрмССР (в том числе заказников диких сородичей культурных растений), взяв за 
основу предложения Госкомитета по лесному хозяйству при СМ АрмССР и ботаничес­
ких учреждений республики.

Очередную выездную сессию Научных Советов решено созвать в Душанбе.

Н. Г. ГОХТУНИ, Е. Н. ЕРАМЯН
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