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АКТУАЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ ТРАНСФОРМАЦИИ ФЕРМЕНТОВ

М. Г. ГАЗАРЯНЦ, Ж. И. АКОПЯН

Представлены данные о трансформации ферментов. Показаны различные механиз­
мы этого феномена на примере некоторых ферментов.

Ключевые слова: ферменты, трансформация.

В настоящее время термин «трансформация ферментов» не вызыва­
ет у энзимологов возражений, если им пользоваться в тех случаях, 
когда дается характеристика свойств того или иного фермента, под­
вергнутого воздействию (вне зависимости от его природы) модифици­
рующего фактора, вызывающего .качественные обратимые изменения 
его каталитических свойств. Накопившийся за последние годы экспе­
риментальный материал позволяет четко характеризовать трансформа­
цию ферментов, что создает возможность обобщенного рассмотрения 
этих свойств у более широкого круга ферментов. По-видимому, многие 
исследователи, исходя из классических концепций о ферментах (труд­
но было представить, как может, например, оксидоредуктаза приобре­
сти свойства трансферазы, эстеразы или фосфатазы), и не допускали 
возможности о подобном изменении их свойств. Однако еще в 1967 г. 
на седьмом Международном конгрессе в Токио Сингер с сотрудниками 
представили доклад под названием «Трансформация НАД-Н—дегид­
рогеназы в НАД-Н—коэнзим-редуктазу», где было показано, что высо- 
коочищенные препараты НАД-Н—дегидрогеназы при контролируемом՛ 
нагревании в кислой среде приобретают новое свойство—способность 
восстанавливать коэнзим Q.

Ксантиноксидаза (ксантин: О2—оксидоредуктаза, КФ 1.2.3.2.) ка­
тализирует окисление ксантина до мочевой кислоты, гипоксантина до 
ксантина, некоторые пурины, птерины, ряд альдегидов кислородом, 
феррицианидом и метиленовым синим до соответствующих карбониль­
ных кислот. Фермент получен в высокоочищенном виде из печени цы­
пленка, молока, Micrococcus lactil'icus [30], показано наличие на f 
моль фермента 2 г-ато'мов молибдена, 2 молей ФАД и 8 г-атомов желе­
за [И, 29]. Фермент может находиться в активной и неактивной фор­
мах, которые могут подвергаться взаимопревращениям при помощи 
различных химических агентов [25]. Возможность трансформации это­
го фермента была продемонстрирована на примере препаратов, полу- 
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-ценных из печени крыс в опытах при исследовании ферментативного 
■окисления ксантина.

В этой реакции усматриваются две ферментативные активности; 
дегидрогеназная, при которой акцептором электронов служит НАД, и 
оксидазная, при которой акцептором электронов служит молекулярный 
кислород [29]. Только что полученный препарат фермента со значи­
тельной скоростью катализирует дегидрогенааную реакцию и очень ме­
дленно—оксидазную. Однако хранение экстрактов печени крыс в опти­
мальных условиях в течение 5—6 ч приводит к постепенному сниже­
нию акцептирования электронов никотинамиддинуклеотида и заметно­
му возрастанию оксидазной активности [33]. Оказалось, что этот пере­
вод можно стабилизировать органическими растворителями, ультра­
звуковыми волнами и т. д. Любопытно, что сильным катализатором этой 
реакции служат и кусочки свежей печени крыс, что позволяет допу- 
■стить участие и других ферментативных наборов в трансформации 
ксантиноксидазы. Стоило, однако, внести в инкубационную среду из­
быточную концентрацию мягкого восстановителя, как вцовь наблюда­
лась картина, свойственная свежеприготовленным препаратам фер­
мента, т. е. имела место обратная трансформация [15]. В настоящее 
■время мы не располагаем прямыми экспериментальными данными, по­
зволяющими однозначно трактовать молекулярные механизмы этого 
֊любопытного явления на примере .ксантиноксидазы, ясно одно, что в 
эти молекулярные взаимопревращения активностей фермента вовлече­
ны тиоловые группы, окисление и восстановление которых, по-видимо- 
му, и обуславливает дегидрогеназный или оксидазный статусы фермен­
та [15,33]. Способность катализировать реакции иного типа приобре­
тает флавинсодержащий фермент ксантиноксидаза при отделении в 
определенных, щадящих условиях кофермента от апофермента. При 
этом он изменяет частично кинетическую характеристику ввиду частич­
ной денатурации, однако эти изменения практически не затрагивают 
каталитически активную площадку, не изменяют молекулярный вес и, 
что очень важно, не нарушают пути передачи электронов от окислен­
ного ксантина к акцепторам электронов [19]. Интересно, что аналогич­
ная картина наблюдается и в случае выключения флавинового компо­
нента от ксантиндегидрогенезы [ГО]. Можно также .выключить флави­
новый компонент из каталитического акта с помощью алкилирующих и 
бензилирующих реагентов [20]. Сопоставление некоторых физико-хи­
мических параметров, в частности, спектров поглощения фермента, 
обработанного алкилирующим реагентом, и ксантиноксидазы, у кото­
рой флавинадениндинуклеотид отделен от апофермента, показало прак­
тическое их совпадение. Эти данные, полученные при исследовании 
ксантиноксидазы, указывают на то важное обстоятельство, что при 
изучении феномена трансформации ферментов выявляются однознач­
ные или близкие изменения каталитических свойств фермента. Важно 
также, что при правильном отборе субстратов можно обнаружить оп­
ределенную, изменившуюся каталитическую активность апофермента.
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На примере других ферментных препаратов мы продемонстрируем: 
трансформацию каталитической активности иного типа, что еще раз 
подчеркивает важность адекватного набора субстратов при исследова­
нии обратимого качественного изменения субстратной специфичности.

Липоамиддегидрогеназа (восстановленный НАД: липоамид-окси- 
доредуктаза, КФ 1. 6. 4. 3) катализирует окисление восстановленного 
липоамида (физиологическая активность), а также окисление НАД-Н за 
счет дихлорфенолиндофенола (диафоразная активность). Препарат фер­
мента выделен из различных биологических объектов, однако хорошо 
изучен фермент, полученный из сердца свиньи [32]. Показано, в част­
ности, что последний является димером, содержит две идентичные 
субъединицы, каждая из которых несет по 1моль ФАД. Реактивом Эл­
мана /5,5/-дитиобис֊2-нитробензойная кислота/ в каждой субъединице 
титруется по четыре тиоловых группы. Обработка фермента 6,5 М мо­
чевиной выявляет еще две восстановленные дисульфидные группы [32]. 
Обработка ферментных препаратов 2 молями дитионита полностью вос­
станавливает фермент, при этом происходит присоединение четырех 
электронов, тогда как сам флавин может акцептировать только два 
электрона. Месси и сотр. открыли интересную закономерность в фер­
ментативной активности липоамидлегидрогеназы, обработанной меркап- 
тидирующими реагентами парахлормеркурибензоатом или феннлмерку- 
риацетатом. Физиологическая активность фермента при этом снижается 
примерно в два раза, в то время как диафоразная активность возраста­
ет в четыре и более раз. При выдерживании фермента на химическом сто­
ле в течение 30—60 мин происходит снижение диафоразной активности, 
однако обработка выдержанного фермента алкилирующим реагентом 
способствует почти полному восстановлению диафоразной активности 
[13]. Добавление в систему ионов меди в каталитических количествах: 
и последующая инкубация в аэробных условиях приводят к значитель­
ному снижению липоамиддегидрогеназной (физиологической) актив­
ности, тогда как диафоразная активность значительно возрастает. Бы­
ло высказано предположение о возможном раздельном существова­
нии липоамиддегидрогеназы и диафоразы. Однако последующие опыты, 
проведенные с высокоочищеннымп препаратами лнпоамиддегидрогена- 
зы, показали, что в данном случае речь идет о превращении липоамид- 
дегидрогеназы в фермент с измененной субстратной специфичностью 
[12]. Было показано также, что после обработки фермента каталити­
ческими количествами ионов меди содержание тиоловых групп в пре­
паратах фермента заметно снижается. После длительного диализа и 
добавления ЭДТА ферментные препараты не содержат меди. Эти на­
блюдения свидетельствуют о том, что снижение содержания тиоловых 
групп в ферментных препаратах, обработанных медью, обусловлено их 
окислением, а не образованием меркаптидов. Добавление к окисленно­
му медью препарату, липоамиддегидрогеназы восстановителей—суль­
фита или цистеина—приводит к возвращению содержания тиоловых 
групп к исходному уровню, снижению диафоразной активности и восста­
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новлению физиологической липоамиддепидрогеназной активности до 
уровня, свойственного нативному ферменту [27].

Способность этого фермента изменять субстратную специфичность 
■под воздействием различных физических и химических факторов была 
исследована и другими авторами [36]. Показано, что изменения суб­
стратной специфичности, очень сходные с теми, которые вызываются 
путем обработки медью, можно получить замораживанием и оттаива­
нием раствора ферментных препаратов, отделением флавинового ком­
понента от апофермента с последующей диссоциацией апофермента на 
мономеры и обработкой мономера ФАД при температуре 5°, обработ­
кой комплексообразующими реагентами. Диссоциированная на моно­
меры молекула фермента, как известно, обладает только диафоразной 
активностью [35] и отличается от димерной формы лишь небольшим 
изменением в структуре вблизи ФАД [27]. Это позволяет сделать вы­
вод о том, что структура ферментного препарата, имеющего лишь 
диафоразную активность (мономерная форма), отличается от структу­
ры фермента, обладающего обеими активностями (димерная форма) 
только в ограниченной области вокруг ФАД.

Процесс восстановления димерной формы, т. е. ассоциация голо­
фермента, включает в себя различные конформационные формы пере­
хода. Любопытно, что при реконструкции голофермента, т. е. сразу по­
сле присоединения кофермента, диафор азная активность резко возра­
стает, затем происходит медленное снижение ее при одновременном 
повышении липоамиддегидрогеназной активности до уровня, свойст­
венного нативному ферментному препарату [27].

Кроме того, показано, что различные формы липоамиддегидроге­
назы при одинаковой физиологической активности обладают различны­
ми диафоразными активностями в отношении классических модуля­
торов [31], однако трактовка этих экспериментальных данных за­
труднена ввиду их неоднозначности [9].

На примере трансформации липоамиддегидрогеназы мы пытались 
показать, как могут влиять молекулярные изменения конформации 
ферментного белка на ее субстратную специфичность

. Глицераль&егидфосфатдегидрогеназа (Д—глицеральдегид-3-фос- 
фат: НАД—оксидоредуктаза (фосфорилирующая), КФ 1.2.1.12) легко 
может быть получена в высокоочгпценном виде из мышц животных раз­
личных видов, из дрожжей.

Основная реакция, катализируемая дегидрогеназой, начинается 
с нуклеофильной атаки атома серы тиоловой группы остатка цистеи­
на- 149, расположенного в каталитически активном центре фермента, 
на электрофильный атом карбонильной группы субстрата [6, 17, 24]. Эта 
атака завершается образованием тиополуацеталя, в котором субстрат 
ковалентно связан с ферментом, затем основная группа фермента (воз­
можно, ею является имидазольное кольцо остатка гистидина) способ­
ствует переносу гидрид-иона, который связан с атомом углерода карбо- 
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пильной группы, к углероду, находящемуся в положении 4 никотинамид­
ного кольца НАД [7]. Молекулы дегидрогеназы, выделенной из скелетных 
мышц млекопитающих, состоят из четырех субъединиц с молекулярным 
весом по 35000 каждая [18]. В каждой субъединице содержится по 
одной тиоловой группе, входящей в активный центр и участвующей в 
образовании анилфермента. Молекулы фермента содержат прочно 
связанный с белком НАД, который бесспорно участвует в катализи­
руемой этим ферментом реакции [7, 39]. Реакция, катализируемая де­
гидрогеназой, представляет собой окисление 3-фосфоглпцеринового՛ 
альдегида в присутствии НАД1՜ и фосфата с образованием 1,3-дифос- 
фо глицериновой кислоты [16, 22, 23].

В лаборатории Коловика было показано, что высокоочищенный 
препарат дегидрогеназы после обработки специфическим мягким 
окислителем тиоловых групп о-йодозобензоатом приобретает в опреде­
ленных условиях (концентрация окислителя, pH среды, молярность и 
природа буфера) отсутствующую в норме фосфатазную активность, 
максимальная скорость которой составляет величину, примерно равную 
максимальной скорости реакции, катализуемой нативным ферментом 
[17]. Содержание тиоловых групп при этом значительно снижается. 
Авторы предполагают, что тиоловые группы под воздействием о-йодо- 
зобензоата окисляются до стабилизированных остатков цистеинсульфе- 
новой кислоты. Фосфатазная активность не тормозится тиоловыми 
реагентами. Таким образом, фермент, катализирующий окислительную 
реакцию, после обработки окислителем приобретает способность к 
гидролитическому расщеплению ацетилфосфата [17].

Трансформация дегидрогеназы, достигаемая окислением тиоло­
вых групп в активном центре фермента и выявляемая по ацилфосфа- 
тазной активности, обратима. Добавление к окисленному ферменту та­
ких восстановителей, как 2-меркаптоэтанол, дитиотрейтол, аскорбино­
вая кислота, полностью устраняло ацилфосфатазную активность и спо­
собствовало возвращению к исходным величинам дегидроген азной ак­
тивности [39]. Были разработаны методы прямого доказательства на­
личия остатков сульфеновой кислоты в активном центре дегидрогена­
зы, обработанной окислителем в условиях, способствующих трансфор­
мации фермента, с появлением ацил фосф а таз ной активности. Они ос­
нованы ,на способности производных сульфоновых кислот реагировать 

.с содержащими активные метиленовые группы соединениями (димедо­
ном) с образованием тиоэфиров либо вступать в реакции присоединения 
по двойной связи олефинов [8, 21]. Обработка димедоном или олефи­
ном препаратов'дегидрогеназы, подвергнутых действию окислителя и 
обладающих не обычной дегидроген азной активностью, а лишь ацил- 
фосфатазной, приводила к ее подавлению, причем в этих условиях де- 
гидрогеназная активность не восстанавливалась. Установлено также,, 
что после обработки активированным углем, удаляющим НАД из мо­
лекулы фермента, препараты фермента утрачивают дегйдрогеназную 
активность, приобретая при этом свойственную обычно химотрипсину 
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способность гидролизовать паранитрофенилацетат [14]. Фосфатазная 
активность, появляющаяся после обработки дегидрогеназы о-йодозо- 
бензоатом, эстеразная активность, наблюдаемая при обработке фер­
мента активированным углем, не идентичны активности ни одного из 
известных нам встречающихся в природе ферментов [14. 17].

Таким образом, нами рассмотрены примеры трансформации, ког­
да конформационные изменения, влияющие на связи кофермента с апо­
ферментом, приводят к существенному изменению субстратной специ­
фичности (на примере липоамиддегидрогеназы) пли когда окислители 
химического происхождения приводили к качественно обратимому изме­
нению каталитических свойств фермента (на примере трпозофосфатде- 
гидрогеназы).

Иной механизм изменения специфичности характерен для лизин- 
монооксигеназы (КФ 1.13.12.2), также относящейся к классу оксидо­
редуктаз. Фермент был выделен в высокоочпщенном виде из бактери­
альной клетки, кристаллизован, изучены его каталитические, физико- 
химические и другие свойства. Показано, в частности, что субстратами 
его могут служить некоторые аминокислоты (в том числе лизин). Фер­
мент катализирует две реакции: окислительное декарбоксилирование— 
оксидазная реакция фермента—и окислительное дезаминирование— 
■оксигеназная реакция [37]. Он содержит два моля ФАД и 13 молей тио­
ловых групп на моль фермента, молекулярный вес порядка 190000 [34]. 
Блокирование восьми из тринадцати тиоловых групп приводит'к транс- 
•формации оксигеназной активности в окислительную с изменением ме­
ханизма реакции [3]. При оксиген,ировании один атом кислорода вхо­
дит в молекулу субстрата, а другой восстанавливается полувосстапов- 
.ленным флавином до НгО. При этом фермент приобретает новое свой­
ство—способность катализировать окислительное дезаминирование ли­
зина с образованием а-кетокислоты, аммиака и перекиси водорода [4]. 
Трансформация лизинмонооксигеназы с помощью меркаптидообразую­
щих реагентов легко обратима: добавление к такому ферменту, напри­
мер, дитиотрейтола восстанавливало каталитические свойства его, при 
этом способность катализировать окислительное дезаминирование ли­
зина утрачивалась. ■

Диаминоксидаза [диамин: О2-оксидоредуктаза (дезаминирующая), 
КФ 1. 4. 3. 6] катализирует дезаминирование диаминов. Исследование 
воздействия восстановителей на ферментативные свойства высокоочп- 
щенных препаратов диаминокоидазы почек свиньи показало, что подоб­
ная обработка приводит к снижению скорости дезаминирования путрес­
цина (типичный субстрат диаминоксидазы), одновременно фермент при­
обретает способность дезаминировать не только субстраты моноамип- 
оксидазы (тирамин, триптамин), но и адениловую кислоту [1, 5]. Иссле­
дование природы и некоторых свойств аденилатдезаминазной активно­
сти, которая появлялась в наших опытах после обработки восстановите­
лями высокоочищенных препаратов диаминоксидазы, позволило допу­
стить, что, по всей вероятности, эта реакция осуществляется путем гид­
ролитического расщепления субстрата [1, 2].
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Таблица
Стехиометрия реакции дезаминирования адениловой кислоты при ее инкубации 

а препаратом диаминоксидазы, обработанным сероводородом

Исследуемый показатель нмоль/пробу

Освобождение аммиака 120 [5)
Освобождение инозиновой кислоты 101 [3]
Образование перекиси водорода 0(5]

Пробы объемом 1,7 мл [0,2 М фосфатный буфер, pH 8,0] содержали 0,21 иг бел­
ка, очищенного в 1800 раз [удельная активность до обработки сероводородом— 
410 нмоль аммиака/мг белка/мин], по сравнению с исходным гомогенатом. Конечная 
концентрация адениловой кислоты в пробах—0.1 мМ. Длительность инкубации 60 мин. 
В скобках—количество опытов.

Из приведенных выше примеров трансформации ферментов явст­
вует, что при изучении феномена трансформации необходимы высоко- 
очищенные ферментные препараты, методы и приборы, используемые 

при повседневных энзимологических исследованиях. Однако расшиф­
ровка молекулярных механизмов этого фермента требует привлече­
ния всего арсенала современных физико-химических и других методов 
мол екул яр ной э н з и мологи и.
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ACTUAL PROBLEMS OF ENZYME TRANSFORMATION

M. G. QAZARYANTS, Zh. I. ACOPYAN

Data on enzyme transformation are presented. Different mechanism 
of this phenomenon on the examples of some enzymes have been 
shown.
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УДК 576.851.132.095:547.963.3

ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ПЛАЗМИДНЫХ ДНК 
SALMONELLA DERBY

А. Ф. КАЗАНЧЯН, М. К. ВАРТАНЯН, Л. М. АМИРХАНОВА. 
М. Г. ГЕВОРКЯН, А. С. АГАБАЛЯН, Р. А. ЗАХАРЯН

Исследован ряд физико-химических характеристик некоторых структурно-функцио­
нальных форм внехромосомных. плазмидиых ДНК бактериального штамма К89 Sal­
monella derby. Показано, что исследуемый штамм содержит по крайней мере три ти­
па плазмидных ДНК с молекулярными весами 40, 12, 8 мД. В ряде случаев имеет 
место сегрегация крупной плазмиды (40 мД) на плазмиды с относительно малыми мо­
лекулярными весами. Выяснено также, что резистентность культуры К89 Salmonella 
derby к пенициллину и хлорамфениколу обусловлена присутствием в бактериальной 
популяции плазмид, в то же время устойчивость к стрептомицину имеет, по-видимому, 
хромосомную природу.

Предполагается, что в сухом мясном концентрате присутствует фактор неизвест­
ной пока природы, способный вызывать элиминацию плазмид.

Ключевые слова: ДНК, плазмиды, антибиотики, салмочелла.

За последние годы в изучении молекулярной природы резистент­
ности бактерий к различным лекарствам достигнуты значительные ус­
пехи. Установлено, что у большинства бактерий ответственность за ле­
карственную устойчивость несут экстр а хромосомные элементы, плаз­
миды, локализованные в основном в цитоплазме бактерий и способные 
реплицироваться самостоятельно [3].

Природа антибиотико-резистентности у бактерий рода Salmonella 
наиболее полно изучена у штаммов S. typhi, S. typhimurium [11], в 
то же время эти свойства практически не изучены у часто встречающе­
гося в природе штамма Salmonella derby [6, 9].

Исследование структурно-функциональных форм плазмидных ДНК 
штамма К89 S. derby представляет определенный интерес в смысле 
структурно-генетической характеристики плазмид бактерий рода Sal­
monella.

В этой связи нам представлялось интересным изучить некоторые 
физико-химические параметры структурно-функциональных форм плаз- 
мидных ДНК S. derby.

Материал и методика. В качестве биологической модели использовали бактерии 
К89 S. derby, первоначально выделенные из клинических изолятов больных детей. Све­
жая ночная культура К89 S. derby в рыбном бульоне (концентрированный рыбный 
гидролизат (50 г) на литр дистиллированной воды, pH 7,2—7,4, разводилась в отно- 
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шенин 1:20 ։i выращивалась при 37° до плотности 2—5ХЮ® клеток/мл. Культуры в 
изотоническом растворе хлористого натрия тестировались на устойчивость к антибио­
тикам разведениями.

В качестве твердой питательной среды использовали среду следующего состава: 
гидролизат кильки—17,9, агар—11,2, ХаС1—5,9, на литр дистиллированной воды. Опре­
деление устойчивости к антибиотикам проводили методом рассева бульонной культу­
ры на чашки с увеличивающимися концентрациями антибиотиков, от 1 до 30 мкг/мл, 
в варианте со стрептомицином—от 1 до 700 мкг/мл. Необходимым условием при этом 
является определенное количество колоний (200—500) на контрольных чашках. Учет 
результатов проводили после инкубации при 37° в течение 18—20 ч. За минимальную 
ингибирующую концентрацию принимали ту концентрацию антибиотика, которая по­
давляла рост бактерии на 50%.

Плазмидные ДНК К89 S. derby' выделяли по спссобу, описанному' для плазмид с 
преимущественной цитоплазматической локализацией [-1]. После получения осветлен­
ных лизатов последние депротеинизировали смесью фенолхлороформ (1:1). ДНК из 
водной фазы осаждали свежеперегпанным этанолом и хранили при —20°.

Количественный и качественный анализ полученных препаратов плазмидных ДНК 
проводили спектрофотометрически. Проводили также электрофоретическую иденти­
фикацию плазмидных ДНК в 0,6°/о-ном геле агарозы [ 1], элюцию окрашенных по­
лосок ДНК с гелей [2], электронномикроскопнческую визуализацию препаратов 
плазмидных ДНК на электронном микроскопе BS 613 [5].

Результаты и обсуждение. Культура К89 S. derby была тестирована 
на чувствительность к ряду антибиотиков: гентамицину, стрептомицину, 
пенициллину, хлорамфениколу и тетрациклину. Как видно из рис. 1А, 
тестируемый штамм бактерии чувствителен к крайне низким концен­
трациям гентамицина и тетрациклина (1 мкг/мл) и имеет высокий 
уровень резистентности к стрел юмицпну (0,5—0,7 мг/мл). Минималь­
ная ингибирующая концентрация для пенициллина соответствует 14

Рис. 1. Чувствительность штамма К 89 S. derby к антибиотикам: А—штамм, 
выращенный в рыбном бульоне; Б.—штамм, выращенный в бульоне из су­
хого мясного концентрата; I—пенициллин, II—хлорамфеникол, III—стреп­

томицин, IV—гентамицин, V—тетрациклин.

мкг/мл, для хлорамфеникола—23 мкг/мл. Кривые выживания бактерий, 
выращенных в условиях увеличивающихся концентраций пенициллина
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и хлорамфеникола, свидетельствуют о некоторой гетерогенности этой 
популяции бактерий по чувствительности к указанным антибиотикам.

Анализ выделенных плазмидных ДНК путем электрофореза в 0,6Уо­
ном агарозном геле позволил установить, что исследуемый штамм со­
держит 3 типа плазмидных ДНК (рис. 2Б), обозначенных нами как 
pZVl, pZV2, pZV3, по общепринятой номенклатуре [8].

Первая плазмида, pZVl, соответствует молекуле ДНК с ориентиро­
вочным молекулярным весом в пределах 40 мД, вторая окрашенная 
полоса соответствует хромосомной ДНК, в нижней же части геля обна­
ружены менее интенсивные по окраске еще две полосы ДНК с молеку­
лярными весами 12 и 8 мД (ориентировочные молекулярные веса плаз- 
м-идпых ДНК определяли по электрофоретической подвижности маркер­
ных ДНК фага Z-30 мД и вируса SV40—3 мД).

Необходимо отметить, что при выращивании бактерий К89 S. derby 
в бульоне, приготовленном из сухого мясного концентрата, культура 
К89 S. derby практически становилась чувствительной ко всем исполь­
зованным антибиотикам, за исключением стрептомицина (рис. 1Б). По 
немногочисленным литературным данным известно, что при выращива­
нии бактерий в бульоне, приготовленном из сухого мясного концентрата, 
наблюдаются делении, мутации, реверсии [10]. В наших экспериментах,.

Рис. 2. Рис. 3. Рис. 4.
Рис. 2. Электрофорез плазмидных ДНК S. derby в 0,6%-ном агарозном 
геле: А.—электрофоретическая подвижность плазмид-сегрегантов; Б —элек­
трофоретическая подвижность плазмидных ДНК; В —электрофоретиче­

ская подвижность коинтеграта.
Рис. 3. Электрофорез плазмидных ДНК S. derby, выращенной на различных 
питательных средах: А—электрофорез плазмидных ДНК S. derby, выра­
щенной на рыбном бульоне; Б—электрофорез плазмидных ДНК S. derby, 

выращенной в бульоне из сухого мясного концентрата.
Рис. 4. Электронные микрофотографии плазмидных ДНК S. derby. Увели­

чение: Х45000.
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по-видимому, имеет место элиминация плазмид под воздействием фак­
тора «X», присутствующего в сухом мясном концентрате в концентри­
рованном состоянии. Эти данные были подтверждены при электрофоре­
зе ДНК. выделенных из бактерий, выращенных в бульоне из сухого мяс­
ного концентрата. На рис. ЗБ отчетливо видна только одна окрашенная 
полоса ДНК, соответствующая хромосомной. Однако во всех экспери­
ментах у бактерий, выращенных на концентрированном мясном бульо­
не, резистентность к стрептомицину сохранялась в той же высокой сте­
пени. Неэлиминирусмая резистентность к стрептомицину описана так­
же у других бактерий рода Salmonella [7], что позволяет предположить 
хромосомную природу резистентности к этому антибиотик) у штамма 
К89 S. derby.

В ряде экспериментов, при сохранении описанного спектра анги- 
биотико-резистентности, отмечались формирование преимущественно 
коинтеграта или преимущественная сегрегация крупной плазмиды 
pZVl на плазмиды с относительно малыми молекулярными весами, с 
проявлением трех четких интенсивных полосок ДНК с молекулярны­
ми весами 20, 12 и 8 мД (рис. 2, А и Б).

Электронномикроскоп'Ическан визуализация:՛ препаратор позволи­
ла идентифицировать описанные формы ДНК коинтеграта и состав- 
.ляющих его репликонов в виде циркулярных, ковалентно-замкнутых 
молекул ДНК (рис. 4).

Полученные результаты свидетельствует о том, что плазмида pZVl 
• состоит по крайней мере из трех независимых репликонов и что в по­
пуляции бактерии существует определенное соотношение между коин- 
тегратом и составляющими его репликонами, способными к самостоя­
тельной репликации, которое цри определенных условиях может ме­
няться как в сторону формирования преимущественно коинтегративной 
формы pZVl, так и в сторону составляющих ее независимых реплшко- 
нов. Это говорит об обратимости описанного явления, отборе наиболее 
рациональной структуры плазмидных генов, в основе которого лежат 
молекулярные механизмы, в целом обеспечивающие процесс эволюции 
плазмид.

Институт экспериментальной биологии
АН Армянской ССР Поступило 5.1 1981 г.

SALMONELLA DERBY ֊Ի ԲԱԿՏԵՐԻԱՆԵՐԻ ՊԼԱԶՄԻԴԱՅԻՆ 
ԴՆԹ-Ի ՖԻԶԻԿԱ-ՐԻՄԻԱԿԱՆ 2ԱՏԿՈԻԹՅՈԻՆՆԵՐԸ

Ա. 3>. ԿԱԶԱՆ23ԱՆ, Մ. Կ. ՎԱՐԴԱՆՅԱՆ, Լ. Մ. ԱՄԻՐԽԱՆՈՎԱ, 
Մ. Դ. ԳԵՎՈՐԳՅԱՆ, Ա. II. ԱՎԱԲԱԼՅԱՆ, Ռ. Ա. 9.ԱՔԱՐՅԱՆ

Հայտնաբերվել են Տ՛ derby 1\ 89 շտ ա մ ի պլազմի գա յին Դնք^֊ների ար- 
տ աքրոմ п и ո մ ա յին օղակաձև մոլեկուլներ էլեկտրոնային մ ի կ ր ո и կ ո ւղ ի ա յ ի 
և էլեկտրոֆորեզի մեթոդներով։
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Ուսումնասիրվող շտամր պարունակում է առնվազն 3 տեսակի պլազմի֊ 
դային ԴՆքն-ներ, որոնց մոլեկուլյար կշիռներն են 40,12 և 8 Ագ: Հայտնա­
բերված կ, որ որոշ դեպքերում տեղի է ունենում խոշոր պլւսղմիդալի (40 
սեգրեգացիա համեմատաբար փոքր մոլեկոլլլար կշիռ֊ ունեցող պլաղմիդների։

Որոշ անտիբիոտիկների նկատմամբ Տ. derby K 89 կուլտուրայի զգա­
յուն ա կան ուիյուն ր ուսումնասիրելու մ ա մ ան ա կ հայտնաբերվել է, որ պենի­
ցիլինի և քլորամֆենիկոլի կա յ ո ւն ո ւթ յ ո ւն ր պայմանավորված է բւսկտերիալ 
պ ոպ ոլլյաց իա յոլմ պլաղմիդների ներկայությամբ, միևնույն ժամանակ 
ստրեպտոմիցինի նկատմամբ կայունությունր հավանաբար ունի քրոմոսոմս։ — 
յին բնույթ։

PHYSICO-CHEMICAL PROPERTIES OF SALMONELLA 
DERBY PLASMID DNA

A. F. KAZANCHIAN, M. K. VARTANIAN, I. M. AMIRKHANOVA, 
M. 0. GEVORKIAN, A. S. AGABAL1AN, R. A. ZAKHAR1AN

Physico-chemical properties of some structural-functiono'us forms of 
extrachromosomal plasmid DNA of K89 S. derby bacterial strain have 
been studied. It has been shown that studied strain contains at least 
3 types of plasmid DNA with molecular weights 40, 12, 8 md. In some 
cases a segregation of large plasmid on plasmids with comparati­
vely small molecular weights takes place. It has been also revealed that 
the resistance of S. derby culture to penicillin and chloramphenicol is 
conditioned by the presence of plasmids in bacterial population, at the same 
time the resistance to streptomycin has apparently chromosomal nature.

It has been supposed that in ,dry meat concentrate a factor of 
unknown nature is present, which is capable of causing plasmid elimi­
nation.
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УДК 669.053

УЧАСТИЕ МИКРООРГАНИЗМОВ В ПРОЦЕССАХ 
.ВЫЩЕЛАЧИВАНИЯ МЕТАЛЛЛОВ НА КАФАНСКОМ 

И КАДЖАРАНСКОМ .МЕСТОРОЖДЕНИЯХ

С. Т. ШАХНУБАРЯН. С. Г. САРУХАНЯН

Установлено, что на Кафанском медно-колчеданном месторождении железоокисля­
ющие тионовые бактерии группы ТЫоЬасШнз 1еггоох1с1ап5 активно выщелачивают медь 
и железо. На Каджаранском медно-молибденовом месторождении выявлено медлен­
ное, но постоянное биогенно-химическое выщелачивание молибдена. Повсеместное и 
преобладающее присутствие здесь серуокисляющих бактерий группы ГГ11оЬас1Пиз (1но- 
рагпз дает основание предполагать участие этих бактерий в выщелачивании молибдена.

Ключевые слова: выщелачивание молибдена, меди, тионовые бактерии.

Тионовая бактерия ТЬ. 1еггоох1бап5 окисляет практически все из­
вестные сульфидные минералы, способствуя выщелачиванию металлов 
в природе [5, 7, 10, 11]. Однако микрофлора различных рудных место­
рождений, в том числе и многие другие тионовые бактерии, изучена 
слабо.

С целью выделения культур, активно выщелачивающих медь и мо­
либден, .нами в 1977—1978 гг. обследовались Кафанское и Каджаран- 
ское рудные месторождения Армении. По некоторым рудным место­
рождениям Армянской ССР ранее уже были проведены микробиологи­
ческие исследования [2, 3, 8]. Каджаранское медно-молибденовое ме­
сторождение в микробиологическом аспекте изучается впервые.

Материал и методика. Кафанское и Каджаранское рудные месторождения распо­
ложены недалеко др)г от друга в юго-восточной части Армянской ССР, в гористой 
местности и имеют почти одинаковые климатические условия: для них характерен 
сухой, жаркий климат и слабая обводненность. Тем не менее геологически Каджаран- 
ское медно-молибденовое месторождение отличается от Кафанского медно-колчедан- 
ного, особенно присутствием значительного количества глинистых шламов и карбона­
тов, которые обуславливают слабощелочную кислотность (pH 7,4—7,9). Кафанское 
месторождение разрабатывается шахтным способом, Каджаранское—открытым.

При микробиологических анализах руд и рудничных вод Кафанского и Каджаран- 
ского месторождений основывались на методах выделения и учета микроорганизмов, 
приведенных в руководствах [4, 6, 9]. Для учета микроорганизмов, главным образом 
тионовых бактерий, применяли метод предельных десятикратных разведений на жид­
ких питательных средах Сильвермана и Люндгрена, Ваксмана и Бейеринка. Кроме 
того, на указанных агаризованных средах, а также на полноценных средах агара из 
каждой анализируемой пробы производили высевы, что подтверждало присутствие 
микроорганизмов и служило способом получения культур для дальнейших исследований.
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Содержание металлов б рудничных водах определялось в центральной аналити­
ческой лаборатории Армнипроцветмета: медь—объемным методом или полярографи­
чески, молибден—фотоколориметрически, железо—объемным или фотоколориметри­
чески м методом.

Реакцию анализируемых проб измеряли прецизионным рН-метром типа ОР-205.

Результаты и обсуждение. В табл. 1 и 2 приводятся выборочные 
результаты микробиологических анализов некоторых проб из указан­
ных месторождений.

Таблица 1
Микрофлора образцов руды и рудничной воды Кафанского месторождения, 

число микробов на г и мл (время обследования— март 1977 г.)

Происхождение и характеристика образцов

Бактерии 
группы

РН

!— u Е я S

I

4

.5

6

7

,10

И

Образец руды отвала Шаумяна (нижний гор., 
глубина: по вертикали —60, по горизонтали— 
30 см)

Образец руды отвала Старый (,у бывш. кап. 
штольни, среди, гор., глубина та же)

Образец руды рудника (юж. участок, гор. 805, 
жила 52, внизу рудоспуска)

Рудничная вода рудника (рядом с пробой 
5, капеж)

Образец руды и воды рудника (юж. участок, 
гор. 805, жила 1, место старых работ; сильно- 
окисленная влажная руда)

Рудничная вода рудника (на выходе старой кап. 
штольни, сильный родник)

Образец руды рудника (юж. участок, гор 862, 
.жила 1—1.1, свежеотбитая руда)

2,6

3,1

2,0

2,4

2,5

2,8

7,1

106 0 1-10

10« 0 0

10s 0 0

105 0 1—10

ю1 0 1-10

103 0 0

10 103 0

Как показали результаты анализов, Кафанское .месторождение в 
достаточно большом количестве обсеменено основной культурой, участ­
вующей в окислении сульфидных минералов—ТИ. 1еггоох1йапз. В отва­
лах и в самом руднике имеются участки, где плотность бактерий груп­
пы ТЬ. 1еггоох1бапз достигает ՛!—10 млн клеток в 1г руды. В руднич­
ных водах они присутствуют в сравнительно меньшем количестве, до 
100 тыс. клеток в 1 мл. Это во многом зависит от характера рудного те­
ла, через которое просачиваются воды, обводненности участка, скоро­
сти течения и т. д.

Эти микроорганизмы выявляются и достаточно активны даже в 
старом отвале—50—70-летней давности; лишь в поверхностном .слое 
его, на глубине 20—30 см, превратившемся в каолинивированную мас­
су, они встречаются единично, либо вовсе отсутствуют. В пробах с низ­
кими значениями pH бактерии из группы Тй. Ипорагиэ отсутствовали, 
но в свежеотбитой руде и в самом рудном теле со слабощелочным pH
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'Г а б л и ц а 2
Микрофлора образцов руды и рудничной воды Каджаранского месторождения, 

число микробов на г и мл (анализы в течение 1977—1978 гг.)

№№ 
проб Происхождение и характеристика образцов pH Температура 

воздуха

Бактерии группы Грибы мнкроско- 
шчоскне пспи- 
циллы, аспергил- 

лы и др.Тй. 1еггоох1с1ап8 Тй. Ийорнгиа

1 Рудничная вода карьера (сев. рудоспуск, гор. 
2070, очень слабый родник) 7,7 0 5 10 5ХЮ’ 0

7 Рудничная вода карьера (сев. рудоспуск, гор. 
2070, слабый родник) 7,5 20 -25 0 10’ 0

8 Образец руды карьера (сев. рудоспуск, гор. 2070, 
из поверх, окисл. влажной рудной массы) 7,4 -7 9 20 -25 10’ 10» 10 100

6 Образец руды карьера (свежеотбитая руда по­
путной добычи) 7,4 - 7,9 0՜ 5 0 10» 1-10

15 Образец руды карьера (свежеотбитая руда по­
путной добычи) 7.4 7,9 -4-| 3 0 10’ 1-10

11 Рудничная вода карьера (транс, штольня 36, 
капеж) 7,2 12-15 0 5 х Ю« 10 100

12 Рудничная вода карьера (выход старой кап. 
штольни, сильный сток) 6,8 -4 : 3 0 10’ 10 100

5 Образец руды отвала (№ 2, средний гор., глу-
бина: по вертикали—40, по горизонтали—
20 см) 7,4-7,9 0-5 5 10’ 10’ 10-100

13 Образец руды отвала (сев.-запад., гор. 2100,
глубина: по вертикали—3 м. по горизонтали— 
30 см) 7,4-7,9 -44-3 0 10’ 1 10



они обнаруживаются в количестве до 1000 клеток в 1 г руды. Хотя, по 
имеющимся литературным данным, роль серуокисляющих тионовых 
бактерий, развивающихся при высоких значениях pH, в окислении 
сульфидных месторождений несущественна, тем не менее наличие их в 
■рудном теле дает основание предполагать участие в начальных процес­
сах окисления сульфидных руд.

При микробиологических анализах редко выявлялись пенициллы, 
аспергиллы и другие микроскопические грибы, которые, вероятно, в руд­
ных месторождениях играют общегеохимическую роль.

Следует отметить также, что при выделении ТЬ. 1еггоох1бапз на 
твердой среде 9К (Сильвермана и Люндгрена) иногда встречали его 
гетеротрофного спутника—культуру бактерий, хорошо растущую в под­
кисленной полноценной агаризованной среде (с образованием красно- 
бурого пигмента), которая не утрачивала жизнеспособности при началь­
ных пересевах на агаре 9К. О подобных бактериях имеются сведения в 
работе Заварзина [1].

Пам не удалось установить присутствие ТЫоЬасШив 1Ыох1бапз в 
анализируемых пробах: в среде Ваксмана бактерии ТЬ. {еггоохгбапз 
росли нормально, что и затрудняло учет и выделение ТЬ. 1Ыох1бапз.

При химических анализах рудничных вод (табл. 3) было обнару­
жено немалое количество меди (0,055—1,75 г/л) и железа (0,01—6,36 
г/л), тогда как молибдена почти не было, что и следовало ожидать.

Таблица 3 
Содержание металлов в обследованных рудничных водах, мг/л

Кафанское месторождение Каджаранское месторождение

№№ 
проб медь молибден железо №№ 

проб медь молибден железо

6 1750 <0,6 6360 1 <2 13 - <1
7 480 <0,6 10 3 <2 8 <1
9 1150 <0,6 1280 4 <2 <0,6 <1

10 55 <0,6 490 7 <2 8 <1
12 630 <0.6 900 9 <2 7 <1

И <2 2,2 <1
12 <2 <0,6 < 1
16 <2 5,5 <1
19 <2 1,6

Таким образом, присутствие большого количества железоокисля- 
ющих тионовых бактерий и высокая активная кислотность (pH достига­
ет 2,0) подавляющего большинства проанализированных проб, а также 
обогащенность рудничных вод медью и железом указывают на наличие 
активных окислительных биогенно-химических процессов на Кафанском 
месторождении.

Результаты микробиологических .иоследо»ван.ий образцов Каджа- 
ранского месторождения, характеризующихся слабощелочной реакци­
ей (табл. 2), показали, что как на карьере, так и в отвалах основными 
микроорганизмами являются серуокисляющне группы ТЬ. Шюрагиэ в 
количестве, чаще всего, 0,1 — 1 млн. клеток в 1 г руды или 1 мл руднич- 
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ной воды. На Каджаранском месторождении серуокнсляющне бакте­
рии группы ТЬ. Ипорагиэ жизнедеятельны в течение всего года, хотя 
интенсивное развитие их наблюдается в летний период, когда темпера­
турные условия более благоприятны.

Обсемененность железоокисляющими бактериями группы ТИ. 1'егго- 
օ.\1Ճյոտ довольно низкая—0—100 клеток на 1 г руды или 1 мл воды. Это 
говорит о том, что на Каджаранском месторождении эта культура не иг­
рает существенной роли; в подобных случаях, как известно, предполага­
ется, что она жизнедеятельна в .микрозонах рудного тела.

В анализированных пробах Каджаранского месторождения часто 
встречались также микроскопические грибы—пенициллы, аспергиллы 
и другие. Однако число все.х жизнеспособных грибов (при высевах) на 
1 г руды или 1 мл воды не превышало 100, что свидетельствует о вто­
ростепенной роли их в процессе окисления сульфидных минералов.

Химический анализ рудничных вод показал, что в зависимости от ■ 
происхождения, характеристики самих вод (табл. 2) в них содержится 
молибден от <0,6 до 13 мг/л, тогда как медь и железо почти отсутству­
ют, составляя <2 мг/л и <1 мг/л соответственно (табл. 3).

Таким образом, повсеместное и преобладающее присутствие се- 
руокнсляющих бактерий группы Тп. Инорагиз (число клеток в 1 г ру­
ды или 1 мл воды составляет 0,1—1 млн), а также наличие молибдена в 
рудничных водах дает основание считать, что на Каджаранском мед- 
но-молибденовом месторождении происходит, хотя и медленный, но по­
стоянный процесс бактериально-химического выщелачивания молиб­
дена.՜
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պրոցեսներ։ Ոաջարանի պղինձ֊մոլիբդենա լին հանքավայրում բացահայտ֊ 
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ամ են ուր ու գերակշռող ձևով հանդես գալն այստեղ (1 գր հ անքաքա ր ո։ մ կամ 
1 մլ հանքաջրում բջիջների թիվր կազմում է 0,1— 1 մլն) հիմք է տալիս են֊ 
թաղքելու, որ հենց այդ բակտերիաներն են մասնակցում մոլիբդենի լվացա֊ 
զե րծմ անր։
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PARTICIPATION OF MICROORGANISMS IN METAL LEACHING 
PROCESSES AT KAPHAN AND KADJARAN DEPOSITS

S. T. SHAKHNUBARIAN’, S. G. SARL'KH 4X1AN

It has been established that active leaching of copper and iron at 
Kaphan chalcopyrite deposit is realized mainly by iron-oxidizing bacte­
ria Th io bacillus ferrooxidans. Slow, but constant biogenou< and che­
mical leaching oi molybdenum at Kadjaran copper-molybdenum deposit 
has been revealed. General and prevalent presence of sulphur-oxidizing 
bacteria of Thiobacillus Ihioparus group (number of cells in 1 g of ore 
and 1 ml of water is equal to 0,1 — 1 million) allows to suppose the 
participation of these bacteria in molybdenum leaching process.
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БИОСИНТЕЗ ЛИТИЧЕСКИХ ФЕРМЕНТОВ В КУЛЬТУРЕ 
BACILLUS SUBTILIS

О. В. КИСЛУХИНА, к. А. КАЛУНЯНЦ, Б. А. МАРГАРЯН, Т. А. КУЗНЕЦОВА
*

Искусственное обеднение среды достигалось разбавлением культурально։։ жидкости 
на стадии активного синтеза литических ферментов компонентами, не содержащими 
органических соединений углерода и азота. При разбавлении культуральной жидкости 
этими компонентами в 1,75—2,5 раза получено увеличение выхода литических фермен­
тов на 60—70%. Для активации биосинтеза литических ферментов могут быть при­
менены регуляторы автолиза, снижающие интенсивность автолиза клеток продуцента 
литических ферментов. В качестве регуляторов автолиза использовались препараты 
фракции тейхоевых кислот микроорганизмов.

Ключевые слова: автолиз, лизис, ферменты.

Литические ферменты находят применение в различных процес­
сах, связанных с разрушением клеток микроорганизмов или повыше­
нием проницаемости микробных клеточных стенок. Они используются 
в микробиологической промышленности при получении л՝изатов мик­
робной биомассы и в медицине как средство борьбы с патогенными 
микроорганизмами. В последние годы значительно расширился круг 
исследовании, посвященных этим ферментам. Наряду с изучением 
классического объекта—лизоцима животных—проводятся обширные 
исследования литических ферментов микроорганизмов.

1\ числу активных продуцентов литических ферментов относятся 
бактерии вида Вас. subtilis. Наши исследования показали, что фермент­
ные препараты, выделенные из культуры различных штаммов Вас. 
'subtilis, способны лизировать клетки грамположительиых и грам- 
отрицательных бактерий, дрожжей и высших грибов [1, 2, 4, 6]. Фер­
менты, продуцируемые штаммами Вас. subtilis 402 и 797, относятся к 
группе литических протеаз [1, 2]. Были определены оптимальные усло­
вия культивирования этих продуцентов в режиме одностадийного перио­
дического процесса. В настоящей статье приводятся результаты, полу­
ченные при культивировании продуцента литических ферментов в режи­
ме двухстадийного периодического процесса с использованием искус­
ственного обеднения питательной среды и стабилизации клеток проду­
цента с помощью регуляторов автолиза.

Материал и методика. В качестве продуцента литических ферментов использова­
ли штамм Вас. subtilis 402 (ЦМПМ-В-1611). Глубинную культуру продуцента выра­
щивали в колбах на качалке, питательная среда содержала (в%)- (NII4)9 НРО4— 
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0.4, КС1—0,06, СаС12—0,01, М®5О4.7Н2О—0,01, органические источники питания— 
2 при pH 7—7,2. Продолжительность культивирования 16—18 ч при температуре 37°.

Препараты регуляторов автолиза выделяли следующим образом. К 100 мл 
■суспензии биомассы микроорганизма, содержащей 5—10% сухих веществ, добавляли 
10 мг кристаллического яичного лизоцима, лизис вели при постоянном перемешивании и 
температуре 40՞ в течение часа, затем вносили 10 мг кристаллического трипсина и про­
должали процесс еще час в тех же условиях. К полученному ферментолизату биомас­
сы добавляли 20 мл 30%-ного раствора трихлоруксусной кислоты (конечная концент­
рация ТХУ 5%), экстрагировали кислоторастворимую фракцию в течение 3 ч при тем­
пературе 40—45° и перемешивали, после чего экстракт отделяли центрифугированием 
и охлаждали. К охлажденному экстракту добавляли 5 объемов изопропанола или 
ацетона, выпавший осадок отделяли центрифугированием, дважды промывали органи­
ческим растворителем, затем растворяли в воде, нейтрализовали слабым раствором 
Х'аОН и лиофилизировали.

Активность литических ферментов определяли турбидиметрическим методом по 
действию на клетки Е. сой 1\12 [3]. За единицу активности принято количество фер­
мента, которое вызывает снижение оптической плотности стандартной водной суспен­
зии бактериальных клеток со скоростью 0,001 ед. оптической плотности в минуту при 
температуре 30°.

Интенсивность автолиза бактерий определяли՛ путем измерения оптической плот­
ности суспензии клеток до и после инкубации в течение часа при температуре 37°. 
Суспензию клеток приготовляли путем размешивания биомассы в воде на магнитной 
мешалке в течение 30—40 мин с последующей фильтрацией через слой ваты для отде­
ления крупных частиц. Оптическую плотность измеряли на ФЭК-56М при длине вол­
ны 540 нм в кювете толщиной 5 мм. При определении влияния регуляторов на интен- 

-спвность автолиза реакционная смесь содержала в контроле 4 мл суспензии бактери­
альных клеток и 4 мл воды, в опытных вариантах—4 мл суспензии клеток и 4 мл вод­
ного раствора регулятора автолиза различной концентрации. При определении интен­
сивности автолиза клеток глубинной культуры Вас. зиЫШз реакционная смесь состо­
яла из 4 мл суспензии клеток и 4 мл 0,02 М фосфатного буфера pH 7,8. Во всех слу­
чаях исходная оптическая плотность реакционной смеси—около 0,5. Интенсивность 
автолиза

% — О«о
I -֊= ------—— Ю ՛%, где

О0—исходная оптическая плотность реакционной смеси, О60—то же по истечении вре­
мени инкубации.

Результаты и обсуждение. Биосинтез внеклеточных литических 
ферментов является одним из приспособительных механизмов, способ­
ствующих выживанию микроорганизмов в естественных биоценозах. 
Микроорганизмы, продуцирующие внеклеточные литические ферменты 
широкого спектра действия, получают преимущество в конку.ретной 
■борьбе за источники питания, которая особенно обостряется на бедных 
питательных средах. В этих условиях продуцент литических ферментов 
может сохранить популяцию, используя в качестве органических источ­
ников питания продукты ферментативного расщепления клеток ино­
родных микроорганизмов [5]. Биологическая целесообразность био­
синтеза литических ферментов на бедных питательных средах позво­
ляет предположить, что обеднение питательной среды по источникам 
органических соединений .может служить стимулирующим фактором 
биосинтеза литических ферментов. Исходя из этого предположения, мы 
исследовали влияние искусственного обеднения питательной среды 
на выход литических ферментов при глубинном культивировании Вас. 
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ьиЬННз. Искусственное обеднение среды проводили в конце фермента­
ции. Выращивание продуцента на изначально обедненной среде счита­
ли нецелесообразным, так как это привело бы к снижению величины 
популяции.

Культуру выращивали на основной питательной среде в течение 
14 ч, затем в культуральную жидкость вносили стерильную водопро­
водную воду или солевые растворы и продолжали культивирование 
еще 2 ч. Использовали следующие солевые растворы: СаС1з+М-§ЗО.ь 
КО-^ЩНЩ НРО4, полный солевой состав основной среды. Соли со­
держались в растворах в тех же концентрациях, что и в основной пита­
тельной среде, за исключением фосфата аммония, концентрация кото­
рого была снижена вдвое.

Предварительные опыты показали, что при введении в культу­
ральную жидкость воды пли солевых растворов в количестве- 0,5 объ­
емов по отношению к исходному объему питательной среды выход ли­
тических ферментов повышается примерно в 1.5 раза и практически не 
зависит от состава разбавляющего раствора.

Было исследовано влияние степени разбавления культуральной 
жидкости, на выход литических фер.ментов. Результаты табле 1 показы­
вают, что максимальный эффект от введения воды достигается” в слу­
чае разбавления в 1,75 раза и составляет 62%. При разбавлении՝куль­
туральной жидкости полным солевым составом оптимален вариант 
разбавления в 2,5 раза, при этом суммарная активность синтезирован­
ных литических ферментов повышается на 72%.

Т а блиц а 1
Влияние разбавления культуральной жидкости на биосинтез литических 

ферментов в культуре Вас. зиЫШз

Кратность Литическая Выход литическойСостав разбавляй- ак гибкость, активности,щей среды разбавления ед’/мл V к контролю

— — 13200 100, .л-.-
Водопроводная пода 1,5 12400 141

1,75 12200 162
2 9100 138

Полный солевой состав 2 9630 146՛
среды 2,25 9150 156

2,5 9100 172
2,75 6770 141

Таким образом, искусственное обеднение питательной среды на 
стадии активного синтеза литических ферментов дает возможность по­
высить их выход практически без затрат на источники питания. Полу­
ченные результаты подтверждают предположение о том, что истоще­
ние запасов источников органических соединений в среде является ин­
дуцирующим фактором биосинтеза литических ферментов.

При обеднении питательной среды по источникам органических 
соединений углерода и азота снижается осмотическое՛ давление среды. 
Известно, что осмотическое давление является фактором, стабилиэи- 
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руюшим клеточные структуры. При снижении его активируются лити­
ческие процессы, снижается продолжительность продуктивного состоя­
ния микробных клеток. Это уменьшает положительный эффект обед­
нения питательной среды, связанный с индукцией синтеза литических 
ферментов. Для повышения положительного эффекта разбавления куль­
туральной жидкости в нее одновременно с разбавляющими компонента­
ми должны вводиться компоненты, препятствующие развитию автолити­
ческих процессов в клетках продуцента.

В качестве таких компонентов нами были использованы регулято­
ры автолиза бактерий—фракция тейхоевых кислот микроорганизмов. 
Исследование действия регуляторов на интенсивность автолиза Вас. 
ьиЬ11'И.8 шт. 402 показало, что препараты, выделенные из различных ис­
точников, могут повышать или понижать интенсивность автолиза и 
различаются по силе воздействия. Для стабилизации клеток продуцен­
та литических ферментов необходимо было выбрать регуляторы, пони­
жающие интенсивность автолиза и обладающие высокой эффектив­
ностью действия. С этой целью была определена зависимость интен­
сивности автолиза клеток шт. 402 от концентрации регуляторов и на 
основании полученных данных вычислены концентрации регуляторов 
из различных источников, необходимые для снижения интенсивности 
автолиза вдвое (табл. 2). Наиболее специфичным из испытанных ока-

Т а б л,и ц а 2
Концентрации регуляторов автолиза, необходи­
мые для снижения интенсивности автолиза Вас. 

зиЬНПз шт. 402 на 50% .

Источник регулятора
Концентра­
ция регуля­
тора, мг/мл

Bacillus mesenlericus 1 0,086
Bacillus subtilis 402 0,33
Вас. mesenlericus 69 0,43
Вас. mesenlericus 346 0‘44
Вас. subtilis Г—-43- 0-.-57
Вас. subtilis Ф . . 0,9
Bacillus licheniformis 1
Вас. mesenlericus'ПБ
Вас. subtilis R —623
Candida guilliermondii более 1
Вас. subtilis 72
Вас. subtilis 797 '

зался препарат регулятора из Вас. т-е&егДепсиз 1, высокой эффектив­
ностью обладал также регулятор из Вас. эиЬННз шт. 402. С точки зре­
ния физиологии больший интерес представлял регулятор из культуры 
продуцента литическйх ферментов, и он был использован в опытах по 
влиянию регулятора автолиза на биосинтез литических ферментов.
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Необходимо было определить момент введения регулятора. Для 
этого была исследована динамика интенсивности автолиза клеток про­
дуцента и литической активности культуральной жидкости. Результа­
ты, приведенные на рис., показывают, что в данной серин опытов мак­
симум интенсивности автолиза и литической активности культураль­
ной жидкости наблюдался в 18—20-часовой культуре. Для введения

Рис. Зависимость интенсивности автолиза 
клеток продуцента и литической активности 
культуральной жидкости от возраста глу­
бинной культуры Вас. ьиЫШ.з. 1—интен­
сивность автолиза. 2—-литическая актив­

ность

регулятора был выбран возраст культуры 14 ч, когда интеноивность 
автолиза составляет 70% от максимальной. После введения регулято­
ра .культивирование продолжали 4 ч, то есть до возраста культуры 
18 ч.

Оптимальная концентрация регулятора автолиза, определенная 
при внесении его в малом объеме (0,12 объема исходной среды), со­
ставила 0,75 мг/мл (табл. 3). При этом было получено увеличение вы-

Таблица 3
Влияние регулятора автолиза из Вас. зиЬННз шт. 402 на биосинтез литических 

ферментов в культуре того же штамма

Добавляемые компоненты и их количество Литическая активность

вода, 
объемы

регулятор автолиза, мг/мл 
исходного объема среды ед/ мл ВЫХОД, % 

к контролю

— .— 13200 100
0,12* 0.25 13100 111
0.12 0,5 13200 112
0,12 0,75 15900 135
0.12 1 15700 133
1 0 9840 149
1 0,75 11900 180

* Объем водного раствора регулятора автолиза.
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хода литических ферментов на 35%. При внесении того же количества 
регулятора автолиза на фоне двукратного разбавления культуральной^ 
жидкости водой эффект составил 80% по отношению к контролю, или 
31% относительно варианта с разбавление?,! водой без регулятора. Та­
ким образом, абсолютная величина эффекта от внесения регулятора бы­
ла в обоих случаях одинаковой. Полученные результаты подтвердили 
предположение о том, что введение регулятора, снижающего интен­
сивность автолиза клеток продуцента литических ферментов, может 
повысить уровень биосинтеза этих ферментов.

Нами впервые был использован специфический регулятор автоли­
за для стимуляции биосинтеза внеклеточных метаболитов бактерий. В 
настоящее время в практике микробиологической промышленности 
для этих целей применяются неспецифические способы регуляции. Так, 
для стабилизации автолизирующихся клеток продуцентов амилазы и 
протеазы используется осмотическое давление, создаваемое высокими 
концентрациями органических компонентов питательной среды. В фер­
ментации продуцентов аминокислот, где возникает необходимость по­
высить проницаемость клеточных стенок бактерий, в среду вводят по­
верхностно-активные вещества или антибиотики. Тот же эффект .может 
быть достигнут путем введения .специфических регуляторов, повыша­
ющих интенсивность автолиза клеток продуцентов аминокислот.

Общность механизма .автолитических процессов у бактерий позво­
ляет предполагать, что специфические регуляторы автолиза найдут ши­
рокое применение в процессах микробиологического синтеза целевых 
продуктов. Это даст возможность избежать нежелательных побочных 
явлений, вызываемых применением неспецифических способов регуля­
ций автолиза.
ВНИИ биотехники, Москва, Институт микробиологии

АН Армянской ССР Поступило 15.IX 1980 г.

1 .ԻՏԻԿ ՖԵՐՄԵՆՏՆԵՐԻ ԲԻՈՍԻՆԹԵԶԸ BACILLUS SUBTILIS 
ԿՈՒԼՏՈՒՐԱՅՈՒՄ

0. Վ. ԿԻՍԼՈԻԽԻՆԱ, Կ. Ա. ԿԱԼՈԻՆՅԱՆՑ, P. Ա. ՄԱՐԳԱՐՅԱՆ, Տ. Ա. ԿՈՒԶՆԵՑՈՎՍ

Հոդվածում քննվում են լխտիկ ֆերմենտների բիոսինթեզր կարգավորող 
ե ղանա կն երր}

Ցույց է տրված, որ իբրև բիոսինթեզի խթանիչ գործոն հանդես է գալիս 
օրգանական մ ի ա ց ո ւթ }ո ւնն ե ր ի պաշարի սսլառումր։ Դա գո րծն ա կան ո ր են հնա­
րավորություն կ տալիս բարձրացնելու նրանց ելքր' առանց սննդի աղբյուր­
ների ծախսման} Արտ ա բշջա յին լի տ ի՚կ ֆերմենտների բի ո и ին թ ե զը խթանելու 
համար օգտագործված է նաև յուրահատուկ կարգավորիչ, որն առանձնաց­
ված է Вас. subtilis 402 շտամից։
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STUDY OF BIOSYNTHESIS OF LYTIC ENZYMES 
IN BACILLUS SUBTILIS CULTURE

О. V. KISLUKH1NA. К. A. К ALUM AN FS. В. A. MARKAR1AN.
T. A. KUZNETSOVA

The ways of regulation of biosynthesis of lytic enzymes are discus­
sed. i he exhaustion of sources of organic compounds In the environ­
ment is the factor which induces biosynthesis of lytic enzymes making 
it possible to increase their outp.it without any expen liture on the sour­
ces of nourishment. Cue specific regulator of autolysis, which has been 
also used for stimulation of biosynthesis of extracellular lytic enzymes, 
is the fraction of tcichoic acid from Bac. subtilis 40'2.
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БИОСИНТЕЗ АСПАРАГИНАЗЫ У ДРОЖЖЕЙ 
CANDIDA OUILLIERMONDH ВКМ У-12

К. Р. СТЕПАНЯН, М. А. ДАВТЯН

Активность аспарагиназы дрожжей Candida gui 11iermondii ВКМ. У-42 низка после 
выращивания их в течение 48 ч на твердом агаре (перед посевом в синтетическую 
среду). Резко снижается она и после азотного голодания дрожжей в 2%-ной глюкозе. 
Самая высокая активность фермента отмечается в конце лагфазы и в начале логариф­
мической фазы роста, по мере накопления биомассы и снижения pH среды выращива­
ния (6,5—2,5) она снижается.

При использовании 1-аспарагина, 1-аспартата и последнего совместно с (NH4)2SO4 
в качестве единственных источников азота активность фермента не увеличивается.

Ключевые слова: дрожжи, аспарагиназа.

Установлено, что на образование аспарагиназы микроорганизмами 
существенное влияние оказывают источники азота, углерода, pH сре­
ды, температура, фаза роста, аэрация и т. д. Существуют различные 
механизмы регуляции биосинтеза аспарагиназы, даже среди предста­
вителей одного рода.

В большинстве случаев наибольшее накопление аспарагиназы на­
блюдается в конце логарифмической и в начале стационарной фазы 
роста [1, 7, II, 15, 16]. В некоторых случаях, в частности у Pseudomo­
nas fluorescens, максимальное образование фермента отмечено в сере­
дине логарифмической фазы роста [10].

Относительно много данных накопилось в отношении индукции ас­
парагиназы ее природным субстратом аспарагином и продуктом реак­
ции аспартатам. Так, у Pseudomonas активность фермента в 20 раз вы­
ше в присутствии аспарагина и в 17 раз—аспарагиновой кислоты [3]. 
Повышение аспарагиназной активности при добавлении в среду аспа­
рагина или аспарагиновой кислоты получено и другими авторами [5, 
9, И, 14]. Интересно, что у некоторых микроорганизмов аспартат ока­
зывается более сильным индуктором, чем аспарагин [5, 6].

В предыдущих наших работах были приведены данные об ингиби­
ровании п стабилизации аспарагиназы дрожжей [13], описаны метод ее 
очистки и некоторые физико-химические свойства [4].

В настоящей работе приводятся результаты исследования зависи­
мости активности аспарагиназы дрожжей от фазы роста, pH среды вы­
ращивания, источника азота и азотного голодания.

Выращивание дрожжей и определение ферментативной активности проводились по 
ранее описанным методам [12].
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Результаты и обсуждение. В первой серии опытов определялись ко­
личество биомассы, pH среды и активность аспарагиназы дрожжей в ста­
ционарной фазе роста (после выращивания в течение 24 ч) при ис­
пользовании разных источников азота.

pH среды, количество накопленной бно?.։ассы и активность аспарагиназы 
при выращивании дрожжей на разных источниках азота в стационарной фазе роста 

--------------- - ' Л ։• r։i п и л .‘ri

Таблица I

Источник азота
pH срезы Количество 

биомассы, 
мг

АКТИВНОСТЬ , 
аспарагина֊ 

зы. мкг 
\Н3 мг су­
хих дрож- 

՝ ей
начальный конечный

(NH4)2 5О4 6,3 9,8 2,8 12,0

1-аспартат 6,5 7.3 4.1 20.0

1-аспартат 4- (N'H4), SO4 6,5 6,33 3.6 21.0
1-аспарагин + (NH4), SO4 6,4 3,1 5,2 15,0
1-аспарагнч 6,45 4,3 6.4 19,0

Как видно из табл. 1, наибольший прирост биомассы в стационар­
ной фазе роста среди использованных источников азота наблюдается 
на аспарагине. Добавление (NH^SOj подавляет этот процесс как в 
вариантах с аспарагином, так и с аспартатом. Необходимо отметить, 
что здесь и в дальнейшем источники азота брались в таких количе­
ствах, чтобы и соотношение, и суммарное количество по азоту во всех 
вариантах были одинаковыми.

Из таблицы видно также, что самая высокая активность аспара­
гиназы в этих условиях наблюдается при использоваптп в качестве 
источника азота смеси аспартата с (NHAoSCA. На первый взгляд по­
лученные данные можно оценить как результат индукции фермента 
аспарагином и аспартатом (лучшим вариантом является аспартат с 
ионами аммония).

Как уже отмечалось, в литературе есть данные, согласно которым 
аспартат у некоторых микроорганизмов является более сильным ин­
дуктором для аспарагиназы, чем ее природный субстрат— аспарагин 
[2, 6, 9]. У других мни poop га низ мои они де влияют на образование ас­
парагиназы, а у нескольких видов Pseudomonas добавление аспараги­
новой кислоты или ее амида даже ингибирует синтез фермента [8, 15]. 
Некоторые авторы [17] предполагают, что наблюдаемое стимулирова­
ние синтеза фермента аспартатом связано не с явлением индукции, а 
с непосредственным участием его в образовании молекулы аспарагина­
зы, где он является доминирующим. В некоторых случаях индукция 
фермента аспартатом происходит только в среде, содержащей аммиак, 
который не влияет ,на его индукцию аспарагином [9]. Авторы этих 
данных предполагают, что аспарагиновая кислота превращается в 
амид и затем индуцирует синтез фермента.
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Возможность индукции непосредственно продуктом реакции ма­
ловероятна, как и репрессия синтеза фермента его природным субстра­
том.

В наших опытах измерение pH среды выращивания дрожжей в 
стационарной фазе роста при разных источниках азота показало, что 
он меняется по-разному (табл. 1) и зависит от продолжительности и 
условий выращивания, количественных соотношений источников азо­
та и т. Д.

pH среды выращивания сохраняется относительно постоянным при 
использовании аспартата с (\Н4)25О4, и активность аспарагиназы при 
-лом самая высокая (табл. 1). Гак как pH среды играет отнюдь не по­

следнюю роль как во всех происходящих в клетке процессах, так и, 
следовательно, в накоплении биомассы и проявлении активности аспа­
рагиназы, нами была исследована активность фермента в условиях по­
стоянного pH среды, поддерживаемого путем периодической нейтрали­
зации его 0,1№ №ОН. При этом совершенно неожиданно оказалось, 
что аспарагин и, тем более, аспартат в качестве источника азота не 
имеют преимуществ по сравнению с (ИН4)25О4 (табл. 2). Следователь­
но, можно заключить, что аспарагин и аспартат, а также последний в 
комбинации с (НН4)25О4 не являются индукторами аспарагиназы. Их 
благоприятное влияние на биосинтез фермента, по-видимому, обуслов­
лено степенью поддержания pH среды постоянным.

Таблица 2
Активность аспарагиназы дрожжей в начале логарифмической фазы роста при 

выращивании на разных источниках азота (pH среды поддерживался постоянным, 6,4)

Исочник азота

С 
со

1 -а
сп

ар
­

та
т

1-
ас

пя
р-

 
та

т +
(М

Т,
), 

ЗО
4

1-а
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ар
а­

ги
н -

1-
 

(Х
11

4)
2З

О
1

_ _
1

1-
ас

па
ра

- 
ги

н

Активность фермента мкг, Н 13 мг 
сухих дрожжей 45,5 39,0 43,5 42,0 48,0

Важным моментом оказалось выяснение зависимости активности 
а ларагиназы от фазы роста дрожжей. Как показывают данные (рис.),, 
высокой аспарагиназной активностью обладают клетки в конце лагфа- 
зы л в начале логарифмической фазы роста. В дальнейшем, в ходе на­
копления биомассы, активность фермента снижается даже при поддер­
жании pH среды постоянным, правда, она все же выше, чем при сниже­
нии pH соеды (кривая получена при использовании (МНДгБС^).

Таким образом, полученные результаты дают основание предполо­
жить, что энергичное образование фермента у исследуемых дрожжей 
происходит в молодых делящихся клетках.

Интересно, что активность аспарагиназы была очень низкой у 
дрожжей и перед посевом в синтетическую среду, т. е. после выращи­
вания в течение 48 ч на твердом агаре, всего 5 мкг ИН3/мг сухих кле­
ток (самая высокая активность фермента обнаруживается в начале ло- 
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гариф.мической фазы роста, составляя примерно 45—55 мкг ХН.о։:՜ су­
хих дрожжей). Следовательно, после адаптации дрожжей к синтети­
ческой среде их аспарагиназная активность повышается примерно в 10 
и более раз.

Часы выращивания

Рис. Зависимость активности аспарагиназы дрожжей от фазы роста и pH 
среды выращивания. 1—при постоянном pH. 2—при изменяющемся pH.

Изучалось также влияние азотного голодания дрожжей на актив­
ность аспарагиназы.

Голодание проводилось в условиях интенсивного аэрирования при 30° в двух ва­
риантах: на дистиллированной воде (24 ч); на 2%-нон глюкозе (48 ч) с последующим 
перенесением биомассы на дистиллированную воду (24 ч).

Т а б.л и ц а 3
Аспарагиназная активность дрожжей, выращенных на разных источниках азота 

и на фоне голодания, мкг КН3/мг сухих клеток

Источник 
азота

Аспарагиназная активность перед и после голодания

перед голоданием (дрож­
жи в середине логариф­
мической фазы роста)

голодание на во­
де (24 ч)

голодание на 2%-иой 
глюкозе (24 ч) |- па 

воде (24 ч)

(Ь1Н4)з 80., ЗС.О 33,0 5,0
1-аспаргат 30,0 28,0 2,5
1-аспарагии 30,0 31,0 1,0

Из табл. 3 видно, что при голодании в течение 24 ч на воде ак­
тивность аспарагиназы почти не меняется, т. е. ле подвергается индук­
ции, подобно большинству катаболических ферментов аминокислотно­
го обмена (аргиназе, глутаматдегидрогеназе и т. д.), во втором же ва­
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рианте она резко снижается. Можно предположить, что при азотной 
голодании на 2%-ной глюкозе происходит катаболитная репрессия, или 
аспарагиназа расходуется в этих жестких условиях для сохранения 
жизнеспособности клеток.

Ереванский государственный университет, 
кафедра биохимии и проблемная лаборатория сравнительной и 

эволюционной биохимии Поступило 7.У 1980 г.

CANDIDA GUILLIERMONDII ВКМ-У-42
ԽՄՈՐԱՍՆԿԵՐԻ ԱՍՊԱՐԱԴԻՆԱԶԱՅԻ ՐԻՈՍԻՆԹԵՋԸ

О. Ռ. 11Տ1)ՓԱՆՅԱՆ, IT. Ա. ԴԱՎԹՅԱՆ

48 մամ պինդ ագարի վրա աճելուց հետո Candida gu i 11 i er гл о п d i I BKM- 
,У-42 խմորասնկերն ուսես լատ ցածր ա и պ ա րա դինա զա լին ակտիվություն։ 
Ֆերմենտի ամենաբարձր ակտիվություն դիտվում է սինթետիկ միջավայրում 
աճման լաղֆաղի վերջում ու լոգարիթմական ֆազի սկզբում և կենսազանգ­
վածի աճի հետ մեկտեդ այն նվազում է։

Ասպ արա գին աղային ա կ տի վո ւթ յո ւն ր կտրուկ իջնում է նաև խմ որասնկե- 
րը 2®/օ գ1ձուկոէ1ա ձՒ միջավայրում ազոտային քաղցի ենթարկելուց հետո։

Ասւդարագինի, ասպարտատի և վերջինիս (NH^SO.l-/' 4 ե տ որպես 
աղոտի միակ աղբյուր օգտագործելու դեպքում ֆերմենտի ակտիվությունը լի 
ր ա ր ձր սձն ո ւմ է

Ուսումնասիրված սահմաններում աճման միջավայրի pH֊/։ նվազման 
(6,5— 2,5) դեպքում ա иպարադին ազայի ակտիվությունը նվաճվում է։

SOME ASPECTS OF ASPARAGINASE BIOSYNTHESIS 
OF CANDIDA GUILLIERMONDII YEAST

K. R. STEPAMAN, M. A. DAVTIAN

It has been established that asparaginase activity after the growth' 
during 48 hours on hard agar is low. The activity also considerably de­
creases after nitrogenous starvation in 2% glucose. The maximal activity 
of yeast asparaginase has been observed at the end of lagphase and the 
begining of iogphase, while during accumulation of biomass and decrea­
se of growth medium pH the activity of asparaginase is reduced.
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ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ ՀԱՆԴԵՍ 
БИОЛОГИ ЧЕСКИ И ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

XXXIV, 3, 253—258, 1981

УДК 576.8

ВИТАМИН в12 В ПОЧВЕ

3. Г. АВАКЯН, Э. к. АФРИКЯН

Установлено наличие витамина В|2 в различных типах почв в связи с микробио­
логической активностью и содержанием органического вещества почвы. Количество ви­
тамина В12 снижается в глубоколежаших горизонтах почвы и по мере ослабления ее 
биологи ческой а кти виости.

Ключевые слова: почва, витамин. В.2.

Исследованиями многих авторов установлено наличие в почве 
различных витаминов и других физиологически активных веществ, игра­
ющих большую роль в плодородии почвы и жизни растений [3, 4, 5]. 
Эти соединения имеют важное значение для жизнедеятельности микро­
организмов почвы, определяющих, в основном, ее биологическую актив­
ность [5, 7]. С другой стороны, качественный и количественный состав 
микрофлоры, несомненно, является ведущим фактором накопления, ус­
воения и разрушения витаминов и других биологически активных ве­
ществ почвы.

Придавая важное значение роли витаминов в жизнедеятельности 
почвенной микрофлоры, ряд авторов ставили плодородие почвы в связь 
с содержащимися в ней ростовыми веществами. Показано, что витами­
ны и другие ростовые вещества в почве во многом обуславливают ее 
продуктивность, а также видовой состав микрофлоры [5, 9].

Среди всех витаминов и различных других ростовых соединений 
витамин В12 представляет собой наиболее специфический индикатор 
микробиологической активности почв. Как известно, этот витамин в от­
личие от других образуется исключительно микроорганизмами, в том 
числе водорослями. Ранее выполненные нами работы показали, что 
распространение витамина В12 в разных типах почв коррелирует с со­
держанием в них органического вещества и экологией продуцирующих 
их микроорганизмов [1]. В наших опытах было показано образование 
и накопление в почве этого витамина в процессе развития в ней проду­
цирующих его бактерий [2].

В настоящей работе обобщается собственный материал по распро­
странению в различных типах почв витамина Вщ по разным горизонтам 
и в связи с составом микрофлоры.

Материал и методика. Объектами изучения явились образцы различных типов 
почв Армении по разным горизонтам, предоставленные Институтом почвоведения и 
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нгрохимии МСХ Армянской ССР. Исследовались также образцы различных лечебных 
грязей, полученных из разных учреждений.

Определение витамина В12 в почве производилось микробиологическим методом 
с применением индикаторного штамма кишечной палочки 113—3. описанным ранее [1|. 
с некоторой модификацией в подготовке материала, которая заключалась в том. что 
стабилизация витамина производилась добавлением взамен цианистого калия раствора 
нитрата натрия. Стандартный раствор витамина готовился на ацетатном буфере при 
pH 4.6 с использованием кристаллического препарата витамина Б12. к которому добав­
лялся 0,01%-ный раствор КСХ в дистиллированной воде из расчета 10 мг мл КСХ на 
10 мл раствора витамина. Стандартный раствор разливался в ампулы, которые запаи­
вались и затем стерилизовались в автоклаве при 1 а гм в течение 10 мин. Приготовленные 
подобным образом стандартные растворы витамина хранились в холодильнике и упот­
реблялись при каждом определении. Параллельно при каждом определении готовился 
свежий стандартный раствор витамина

Для эффективной стабилизации витамина Вр экстракция его и разводки карбо­
натных почв производились в ацетатном буфере с pH 4.6. красноземы и кислые почвы 
разводились дистиллированной водой.

Содержание витамина в почве определялось из расчета на абсолютно сухую почву.
Количественный и качественный состав микробного населения почв определялся 

рассевом почвенной разводки на дифференциальных питательных средах, мясо-пеп­
тонном агаре (МПА), МПА с сусло-ага ром (1:1). синтетической среде СР 1 и Эшбн- 
агаре. Содержание спор бактерий выявлялось высевом пастеризованной при 70° в те­
чение 10 мин разводки почвы на МПА и МПА сусло-агаре. Групповой и видовой 
состав аэробных спороносных бактерий выявлялся ио культуральным особенностям 
на указанных средах и микроскопией живых препаратов.

Учитывая, что исследованию были подвергнуты сравнительно несвежие образцы 
почв, количественные показатели содержания микрофлоры занижены, особенно по 
составу неспороносных бактерий.

Результаты и обсуждение. Полученные нами результаты подтвер­
дили ранее полученные в нашей лаборатории данные о наличии опреде­
ленной зависимости между содержанием витамина В12 в почве и ее 
биологической активностью.

Как показывают данные табл. 1, в которой представлены выбороч­
ные и типичные результаты, более богатыми по содержанию витамина 
,В|2 являются черноземы и лесные почвы, характеризующиеся высокой 
концентрацией органического вещества. Этот витамин обнаруживается 
здесь в количестве 3—6 мкг/кг воздушно-сухой почвы. Содержание его 
ро мере углубления в нижележащие слои почвы уменьшается.

Для выявления закономерностей распространения витамина В|2 в 
разных горизонтах почвы нами были проведены специальные исследо­
вания приблизительно на 100 образцах различных типов почв. Одно­
временно с определением витамина анализировался количественный и 
качественный состав микрофлоры.

В табл. 2 обобщены данные о содержании микрофлоры и витамина 
В|2 по горизонтам бурых окультуренных почв Арташатского района. 
Как видно из таблицы, содержание витамина В|2 в верхнем гори­
зонте находится в пределах 3—5 мкг/кг. В этих слоях почвы, яв­
ляющихся наиболее биологически активными, обнаруживается обиль­
ная микрофлора, особенно но составу неспороносных бактерий, 

меньшение количества витамина в глубоких слоях сопровождается
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Таблица Г
Содержание витамина В12 з различных типах почв Армянской ССР (количество 

микробов в тыс./г почвы)

Почва, растительность, слой

Коли-ество микроорганизмов

Витамин, 
В12, мкг кгвсего

в том числе

неспоро- 
носных 

бактерий
бацилл актиио- 

мицетов

Бурая почва, пашня, пшеница, 
0 —10 см 1800 600 170 500 3,0

Чернозем, целина, травянистая ра­
стительность, 0—13 см 2600 120) 300 700 3,2'

Чернозем, целина, травянистая ра­
стительность, 13—39 см 2000 740 400 180 4,6-

Чернозем, злаковые, 0— 1) см 2400 1200 240 320 5,7
Лесная почва, 0—20 см 2800 1600 420 240 5,8-
Горно-луговая почва, 0—II см 1800 800 12) 280 2,0-
Горно-лу|овая почв՞, 11—30 см R 00 600 10> 440 1,5
Горно-луговая почва, 50—89 см .800 200 100 220 0,5

Таблица 2
Состав микрофлоры и содержание витамина В]2 в бурых почвах Арташатского 

района, тыс. на г воздушно-сухой почвы

Слой

че
сг

во
 

из
 М

О
 в

Б. О 
я

Аэробные спороносные ба стерии-

Ра зрезы
— со Ф СО со го ! СодержаниеПОЧВЫ, 

см к о си о
\о
о ՝о

 ак
 

)В О

5 г СО Ф
-5 ЕУ. о ш

е£
П
1

витамина
В12, мкг/кг

а а О) (1) р 00 « и о —
\о 5
О " со СО Я СО 5^֊ го со со го -О Ва

 
1е

г

24 0—34 1800 1000 500 200 20 60 60 20 3,0
34 -57 1400 700 400 200 10 20 40 100 1,0
57—92 1200 200 560 300 10 120 40 80 0.792-138 1400 300 680 240 20 20 го 59 0,04

27 0 23 2000 1000 -320 460 60 30 60 240 4,0
23-44 1600 700 440 400 40 80 120 ' 50 2,0
44-91 1400 100) 120 200 10 80 20 80 1,0

28 0-25 2400 1700 200 420 60 80 40 100 5,0
25-53 1400 800 3)0 120 0 10 60 40 2,0
53-101 1000 600 210 80 0 10 20 30 0,7

Примечание: нулевой показатель в этой и последующих таблицах указывает на со- 
держание в почве .менее 2 тыс. зародышей в 1 г.

соответствующим снижением количества микрофлоры. На глубине бо­
лее 1 м витамин В12 выявляется в количестве менее 1 мкг/кг, а в ряде 
случаев на 1—2 порядка.ниже. Сопоставляя показатели по содержанию 
витамина В12 с качественным составом микрофлоры, трудно сделать 
определенные заключения о наличии какой-то взаимосвязи между ними.
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В отдельных случаях (напрн.мер. образцы почвы разреза 24) отмеча­
ется почти одинаковое содержание актнномнцетов в различных гори­
зонтах. В этих образцах обнаруживается также высокое содержание 
бацилл вида Вас. те§а1епит. являющегося активным продуцентом ви­
тамина Ви. Однако содержание этого витамина не коррелирует с по­
добными изменениями в составе микрофлоры почвы. Видимо, в трак­
товке коррелятивной зависимости содержания витамина В12 от состава 
микрофлоры почвы необходимо также исходить из экологии дефицитных 
по данному витамину микроорганизмов, что было с достоверностью 
показано в работах Локхида [8]. С другой стороны, представленные в 
табл. 2 данные о распространении спороносных бактерий отражают, 
особенно в глубинных слоях, содержание в почве спор, что, разумеется, 
не может быть показателем биологической активности этих орт анизмов.

Табл. 3 обобщает выборочные данные анализов образцов почв по 
разным горизонтам, взятых из других районов Армянской ССР. Подоб­
но ранее приведенным результатам, содержание витамина в большин-

Таблица 3
Содержание витамина В19 в различных горизонтах почв (количество микробов, 

тыс/г почвы)

Тип почвы, район 
Армянской ССР

Слой 
почвы, см

Количество микроорганизмон
Витамщ 

В„, 
мкг кгвсе։ о

количе­
ство бак­

терии

количе­
ств՛՝ ба­

цилл

количе­
ство ак­
тино ми- 

цегов

Бурая почва, целина, 0-15 1400 1000 100 200 2,0
Наирийский р-он 15֊35 1500 1000 50 400 2.0

35-75 600 200 2.1 300 0.7
0—16 2300 1000 160 1000 6.0

16-37 1400 1100 50 200 3,0
37-98 1000 6..0 60 300 2,0
98-175 500 80 100 зооо 2,0
0-24 1800 1030 200 500 2,0

24-50 1500 700 100 600 2,0
50-90 500 10 50 300 1,0
90-124 300 100 50 100 1>о

Бурая почва, целина, 0-19 1400 600 60 800 2,0
Аштаракскип р-он 19-50 41.0 140 40 10 1 1.0

70- 135 ТОО 100 20 50 О.з
135-200 150 80 10 5(1 0.2

0—22 1000 400 100 400 ։ .5
22-44 500 100 50 300 0.2
44-95 310 100 40 200 о,2
95-165 200 50 10 100 0.1

Глинисто-бурая, целина 0-5 1700 1100 500 200 2.5
5-15 25и0 2000 30(1 100 2.5

15-25 2000 1500 50 400 1.5
25-50 1000 аоо 80 600 1,5

стве случаев сравнительно выше в верхних горизонтах. Однако в ряде 
случаев (например, в глинисто-бурой почве) этот витамин в нпжеле- 
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жащих слоях почвы оонаруживается в довольно значительных коли­
чествах (I —1,5 мкг/кг), что, видимо, связано с вымыванием его из 
верхних горизонтов.

Нами были изучены образцы солончаков по различным горизон­
там, сульфатно-хлоридного и карбонатно-хлоридного типов засоления. 
Как показали результаты исследований, витамин В12 в этих почвах—по 
различным горизонтам —практически отсутствует. Что касается 
микрофлоры, то она представлена незначительным количеством микро­
организмов, в основном галофильными бактериями.

В специальной серии работ нами были изучены искусственные и 
природные лечебные грязи. Как известно, микрофлора лечебных гря­
зей обстоятельно изучена многими авторами, и имеются указания о 
связи лечебного действия их с наличием ряда физиологически актив­
ных веществ микробного происхождения [6]. Данные анализов пока­
зали высокое содержание витамина Bj2 в Ереванской и Джермукской 
искусственных грязях, в то время как в Сакской и Тамбуканской гря- 
зях его количество оыло незннчитсльным, соответственно 0,05 и 0,5 
мкг/кг. Эти данные не могут служить основанием предполагать боль­
шую зависимость благотворного действия лечебных грязей от содержа­
ния в них витамина В12.

Таким ооразом, содержание витамина Bj2 отражает микробиоло­
гическую активность почвы и может быть индикатором богатства ее 
органическим веществом.

Институт микробиологии
АН Армянской ССР Поступило 15. I 1981 г.

В,2 ՎԻՏԱՄԻՆԻ ՊԱՐՈԻՆԱԿՈԻԹՅՈԻՆԸ 4ՈՎՈԻՄ

Զ. Դ. Ս.ՎԱԴՏԱՆ, I;. Դ. ԱՖՐԻԿՅԱՆ

Հաստատված է, որ. BI2 վիտամինը հայտնաբերվում է տարբեր տիպի 
հողերում զանազան քանակությամբ, Նրա պարունակությունը ուղիղ համե­
մատական է հողում օրգանական նյութի քանակին։ Այս վիտամինի քանա­
կությունն առավել կ Հողի վերին շերտում, ստորին շերտում այն նվաղում է։

VITAMIN B12 IN SOILS

Z. G. AVAKIAN, E. G. AFRIK1AN

Vitamin B12 has been detected in various quantities in different 
types of soils. Its content in the soil is correlated with the concentration 
of organic substance and biological activity, particularly ifo superficial 
soil layer.
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УДК 576.8/094.85+0.95.1/

ВЛИЯНИЕ УСЛОВИЙ ВЫРАЩИВАНИЯ НА 
КАПСУЛООБРАЗОВАНИЕ У ДРОЖЖЕЙ

В. И. ГОЛУБЕВ, А. Р. МАНУКЯН. А. Н. ШКИДЧЕНКО 
, 5

Капаулообразоваиию у Сгур1ососсич 1Т)а£1шь хат. та5пиз благоприятствуют сла- 
бокислые значения pH среды, повышенная аэрация и инкубирование при температуре, 
более низкой в сравнении с оптимальной для роста самого организма. Эти условия 
культивирования совпадают с рекомендуемыми для получения внеклеточных полисаха­
ридов. Больших размеров капсулы формируются на плотной среде, чем в жидкой того 
же состава. Полученные данные рассматриваются как дополнительное подтверждение 
капсульного происхождения внеклеточных полисахаридов дрожжей и. следовательно, 
многостадийности Процесса образования этих биополимеров.

Ключевые слова: дрожжи., капсулообразование.

Ряд микроорганизмов продуцирует внеклеточные полисахариды, 
представляющие практический .интерес. Огромное разнообразие этих 
биополимеров обуславливает очень широкий спектр их применения. В 
качестве стабилизирующих, сгущающих и эмульгирующих агентой мик­
робные полисахариды предложено использовать в пищевой, фармацев­
тической, текстильной, бумажной, химической и нефтедобывающей про­
мышленностях [3].

Среди активных продуцентов внеклеточных полисахаридов имеет­
ся значительное число дрожжевых и дрожжеподобных грибов, относя­
щихся к капсулообразующим организмам. Последнее обстоятельство, а 
также сходство по моносахаридному составу [4] указывают на то, что 
внеклеточные полисахариды—продукт растворения в культуральной 
жидкости полисахаридов капсулы. Этап капсулообразования, следова­
тельно, является ключевым при получении внеклеточных полисахаридов 
дрожжей и заслуживает всестороннего изучения.

Недавно нами были представлены данные о влиянии состава среды 
па формирование капсул [3]. В настоящей работе приводятся резуль­
таты изучения влияния условий выращивания: температуры инкубиро­
вания, уровня аэрации, значений pH и консистенции среды. Полученные 
данные сопоставляются с результатами аналогичных исследований по 
изучению образования дрожжами внеклеточных полисахаридов.

Материал и методика. В опытах использованы дрожжи Сгур!ососсиз т.щпиа, 
уаг. magnus, шт. 637. Состав среды (гл чистилл- воды): манноза — 30,С пептон — 
2,0, КН2РО4֊2,0, MgSO.4-O.Ol, СаС12-0,01, МпС124Н2О-0,015, Ма2МоО4■ Н,О — 0,0015 
Ее8О4—0,03, дрожжевой экстракт—-1,0. Нужные значения pH среды устанавливали с 
помощью ЛИ растворов НС1 и ЫаОН. Для предотвращения ценообразования добавля­
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ли олеиновую кислоту (0.01 мл. 100 мл среды . В качестве иноку дата брали односуточ­
ные культуры, выращенные в 500-мнллнметровых колбах со 100 мл указанной среды на 
качалке /200 об./мнн. 24=/ Количество инокулята, способы измерения роста, толщины 
капсулы /в начале стационарной фазы , результаты статистической обработки данных 
приведены ранее [3]. При изучении влияния значений pH среды, аэрации периодиче­
ское культивирование дрожжей проводили в аппаратах AHKJ-'V2 пгн поддержании 
необходимых параметров на требуемом постоянном уровне. Концентрацию раство­
ренного в среде кислорода измеряли с помощью мембранного электрода Кларка. При 
изучении зависимости удельной скорости роста культуры от температуры инкубации։ 
использован турбидостатный способ культивирования [9]. Концентрация клеток при 
этом поддерживалась на постоянном, достаточно низком уровне, рост не был лимити­
рован компонентами питательной среды, а скорость протока последней была численно 
равна удельной скорости роста. Дыхательную активность определяли динамическим 
способом [10]и выражали в обратных относительных единицах [*]. Используя плот­
ные среды при изучении действия температуры инкубации на кансулообразоваиие, 
сравнивали между собой культуры, накопившие такую же биомассу, как и 3-суточные 
культуры при 24°. Гипсовые блоки готовили общепринятым способом [1].

Результаты и обсуждение. Предварительные наблюдения показали, 
что очень низкие или высокие значения pH среды неблагоприятны как 
для роста исследованных дрожжей, так и капсулообразования. Даль­
нейшие эксперименты поэтому были ограничены диапазоном pH от 5 до 
8. В разных вариантах этих опытов—культивирование в колбах на ка­
чалке при различных начальных значениях pH среды, в ферментерах 
при поддержании pH на заданном уровне, при температурах инкубации 
20° и 24°—максимальные средние размеры капсул наблюдались при pH 
6 (рис. 1). Несколько меньше они были при pH 5, а при нейтральном

Рис. 1. Влияние pH среды на размеры 
капсул у Сг. пшйпив \иг тацпиь, штамм 

637. А—культивирование в 500-миллнлит- 
ровых колбах со 100 мл среды на качалке 
при различных исходных значениях pH, 24°.

культивирование в аппаратах АНКУМ-2 
при поддержании постоянных значении pH 
среды, рО, 70 90° ,, 20°. Риеки указыва­
ют доверительные границы средней ариф­

метической при |3 = 0,95.

и слабощелочном значениях толщина капсул уменьшалась ишчнтелыю, 
хотя, судя по конечной оптической плотности суспензии, они отрица­
тельно не влияли па рост культур. Концентрации клеточных суспензий 
при pH 7 и 8 достигали таких же величии или даже несколько более вы­
соких, чем при pH 6, т. е. оптимальные значения р!I среды или диапа­
зон их различны для капсулообразования и роста самого продуцента.
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Как и при капсулообразовании, наибольшее накопление внеклеточ­
ных полисахаридов дрожжами также отмечается при слабокислых зна­
чениях pH среды (от 4,5 до 6,8), чаще всего—около 6,0 [8, 11, 15, 12, 14]. 
Этим данным противоречит лишь сообщение Залашко и Пидопличко 
[6] о максимальном выходе полисахаридов у РЬобо1оги1а §1и11п15 при 
весьма низких значениях pH среды (2,0—2,5). Последнее трудно объяс­
нить спецификой вида или штамма, поскольку данные других исследо­
вателей получены при изучении очень разных по своему происхождению 
и таксономическому положению дрожжевых организмов.

Как и на образование внеклеточных полисахаридов [8, 11, 2], на 
формирование капсул положительно влияет повышение аэрации среды. 
Зависимость, по-видимому, выражена больше, чем это явствует из дан­
ных табл. 1, поскольку с повышением вязкости среды для поддержания

Таблица I
Влияние парциального давления растворенного кислорода (рО2) в среде на кап- 
сулообразоваиие у Сг. та^пиз уаг. гаакпиа, шт. 6.37 (АНКУМ-2, 20°, pH 6,0)

рО2, %
Толщина капсул, мкм

М±Д 7

5-15 4,5+0,2 0,8
45-55 4,7+0,1 0,7
89—90 5,1+0,2 0,8

Обозначения: М—средняя арифметическая, Д —доверительные границы при = 
= 0,95, ”—среднее квадратическое отклонение.

высоких значений рО2, помимо увеличения подачи воздуха, нам прихо­
дилось увеличивать и число оборотов мешалки. Это, очевидно, интенси­
фицировало процесс растворения 'Капсульного материала и, таким об­
разом, 'Нивелировало различия в размерах капсул. При всех уровнях 
аэрации среды конечная оптическая плотность культур достигала оди­
наковых величин.

Наиболее крупные капсулы у Сг. ша§пп5 маг. та§т1из формируют­
ся при температуре инкубации 20° (рис. 2). С понижением температуры, 
вплоть до 5°, размеры их уменьшаются незначительно, в отличие от дей­
ствия повышенных температур. При всех температурах инкубации, за 
исключением 30°, при которой рост был очень скудный, концентрации 
клеточных суспензий, достигших стационарной фазы роста, существен­
но не различались между собой. Судя по удельной скорости роста, ды­
хательной активности, для развития исследованный дрожжей оптималь­
ной является температура 27° (рис. 3), что на 7° выше найденной опти­
мальной для образования капсул. Таким образом, мы вновь констати­
руем существенные -различия между условиями, наиболее благоприят­
ными для роста самого организма и максимально стимулирующими об­
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разование капсул. Выход внеклеточных полисахаридов также значи­
тельно выше при пониженных температурах культивирования [11. 15. 6].

Рис. 2. Рис. 3.
Рис. 2. Влияние температуры инкубации на размеры капсул у Ст. тадпнв 
уаг. тадпиь, шт. 637. Черные столбики—культивирование в жидкой среде, 
как указано на рис. 1А, pH 6,0, белые—культивированные на агаризоваи- 

нон среде. pH 6,0.
Рис. 3. Зависимость удельной скорости роста (-------- ) и дыхательной ак­
тивности (-------- ) дрожжей Ст. шадпиз саг. тадпив, шт. 637 от темпера­

туры культивирования.

Данные, представленные на рис. 2, показывают заметные различия 
в размерах капсул в зависимости от консистенции среды, что побудило 
нас провести дополнительные опыты в этом направлении. В качестве 
контроля в них служили культуры, выращенные в тонком слое (не 
более 5 мм) жидкой среды в чашках Петри. Эти эксперименты подтвер­
дили, что на плотных средах независимо от характера их поверхности, 
капсулы гораздо толще, чем при росте в жидкой среде того же состава 
(табл 2). Эти различия не могут быть объяснены разницей в степени

Таблица 2
Размеры капсул у Ст. гпадпив \аг. тадпив, шт. 637 при , росте в жидкой и на 

плотных средах (6-суточные культуры, 24°, pH 6,0)

Консистенция среды
Толщина капсул, мкм

а

Жидкая 4,0+0,1 1,1
Агаризованная (2% агара) 5.4+0,1 1,1
Агаризованная, покрытая целлофаном 5,6+0,1 1.4
Гипсовые блоки 6,2+0,1 1,4

Обозначения см. табл. 1.
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аэрации, поскольку слой жилкой среды был незначительный и, кроме 
того, многие клетки развивались прямо на поверхности ее. В некоторой 
степени они могут быть обусловлены тем, что капсульный материал на 
плотных средах не растворялся. Однако мы склонны скорее полагать, 
что именно плотная консистенция среды стимулирует капстлообразова- 
пие, хотя механизм такого действия мы объяснить затрудняемся.

Постоянно подчеркиваемое нами выше сходство не только в обшем 
характере зависимости образования капсул и внеклеточных полисаха­
ридов от условий культивирования, но даже и по абсолютным значе­
ниям (в частности, температуры инкубирования, pH среды) дополни­
тельно свидетельствует о капсульном происхождении внеклеточных по­
лисахаридов дрожжей. Эта общность не ограничивается условиями вы­

ращивания, она касается и состава сред: как для капсулообразования, 
так и наработки полисахаридов наиболее стимулирующие источники 
углерода, азота, их концентрации одинаковы [2, 5, 11, 15].

Таким образом, процесс образования дрожжами внеклеточных по­
лисахаридов состоит из нескольких разных этапов: размножения, роста 
самого продуцента, образования им капсул и отделения, растворения 
капсульного материала в среде. Результаты настоящей работы пока­
зывают, что имеются значительные различия между условиями куль­
тивирования, оптимальными для первого и второго этапов. В этом отно­
шении, несомненно, отличается и стадия отделения капсульных веществ, 
механизм которой пока совершенно не исследован.

В имеющихся работах по подбору условий культивирования в це­
лях получения микробных полисахаридов не учитывается многостадий­
ность этого процесса, без учета которого подобранные условия являют­
ся лишь усредненными между оптимальными для каждого из этапов. 
Дифференциация их, несомненно, способствовала бы резкому повыше­
нию эффективности процесса получения внеклеточных полисахаридов 
микроорганизмов.

Институт биохимии и физиологии микроорганизмов АН СССР,
Институт микробиологии АН Армянской ССР Поступило 15.XI 1980 г.

ԱՃՄԱՆ ՊԱՅՄԱՆՆԵՐԻ ԱԶԴԵՑՈՒԹՅՈՒՆԸ ԿԱՊՍՈՒԼԱՎՈՐՄԱՆ 
ՎՐԱ ԽՄՈՐԱՍՆԿԵՐԻ ՄՈՏ

Ի. Դ111.Ո1'14;Վ. II.. IV. ՄԱՆՈՒԿՅԱՆ, Ա. Ն. ՇԿԻՏՉՒՆԿՈ

Շք\,ԸէՕՕՕԸԸԱՏ Ո՜13|յսւ1տ 7Ձր. աօ^ոււտ խմորասնկերի կա պ ս ոլլաւէորմանը 

նպաստում են միջավայրի թույլ թթվային ուժեղ աէրացիան և այդ

օըղանիղմի օպտիմալ ահին նւղասաողից ավելի ցածր ջերմաստիճանը։ Կուլ­

տիվացման այդ պայմանները համընկնում են արտաբջջային պոլիշաքար֊ 
ների առաջացման համար արւաջար կվոդ պայմաններին։ Պինդ միջավայրում 
ավելի մեծ չափսերով կապսուլաներ են առաջանում, բան այդ նույն բաղա­

դրությամբ հեղուկ մ իջավա յրում ։ Ստացված տւէյալները համարվում են էր ա -
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ՑոլցՒլ Հաստատում տվյալ իյմորա սնկերի մոտ արտաբնային պ ՚ւլիշ աքարն երի 
կապսուլային ծագման և, հետևաբար, ա(գ բիոպոլիմ երների առաջացման 

բա զմ ա и տի ճան ա յին պրոցեսին:

EFFECT OF GROWTH CONDITIONS ON CAPSULE 
FORMATION OF YEAST

W. I. GOLLBEV, A. R. MANUKIAN. A, N. SHKIDCHE.XKO

Slightly acid pH, high aeration and lower than optimal for the 
growth of organism incubation temperature promote capsule formation in 
Cryptocccus tnagnus var. magnus. These cultivation conditions coincide 
with the recommended ones for the elaboration of extracellular polysac­
charides by yeasts. Capsule sizes are larger on a sol'd medium than in 
the same liquid one. Obtained data are regarded as additional corrobo­
ration of capsular origin of yeast extracellular polysaccharides and, the­
refore, the course of these biopolymer production is multistage.
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БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

XXXIV. 3, 265—268. 198!

УдК 5/6.851.5.095.4

ВЛИЯНИЕ ПАРЦИАЛЬНОГО ДАВЛЕНИЯ РАСТВОРЕННОГО 
КИСЛОРОДА НА КУЛЬТИВИРОВАНИЕ BACILLES 

THURINGIENSIS

Е. Н. АРЗУМАНОВ

Исследовано влияние рО2 на экспоненциальный рост и. спорообразование Bacillus 
thuringiensis.

Установлено, что снижение уровня рО2 до 15 мм рт. ст. практически не изменяет 
среднюю удельную скорость потребления кислорода и максимальный титр вегетатив­
ных клеток в фазе экспоненциального роста, в то время как при дальнейшем снижении 
его резко увеличивается выделение уксусной кислоты в среду, снижается средняя 
удельная скорость потребления кислорода и, как следствие, уменьшается максималь­
ный титр вегетативных клеток.

В фазе замедления роста и спорообразования уменьшение рО2 до 15 мм рт. ст. не 
влияет на спорообразование и образование .кристалловидных токсинов.

Определен критический уровень рО2 для всего процесса культивирования Вас. 
thuringiensis, составляющий не более 15 мм рт. ст.

Ключевые слова: Вас. l/iui ingiensis, инсектицидная активность.

Снабжение микроорганизмов кислородом в аэробных процессах яв­
ляется важнейшей задачей при разработке управляемого биосинтеза, 
так как уровень парциального давления растворенного кислорода (рОз) 
в среде влияет как на скорость роста, так и на метаболизм микроорга­
низмов [5]. Кислород мало растворим в водных средах и естественно, 
что при высоких скоростях потребления его микроорганизмами может 
стать лимитирующим субстратом, вызывая тем самым изменения в био­
синтетических процессах [4].

Шеррер с сотр. обнаружил изменение размеров и удельной актив­
ности инсектицидных кристаллов в зависимости от степени аэрации при 
культивировании Вас. thuringiensis [7]. Однако данный вывод сделан 
качественно, так как в работе не содержится сведений об уровнях рас­
творенного в культуральной жидкости (кж) кислорода.

Целью настоящей работы являлось исследование влияния парциаль­
ного давления растворенного кислорода на титр спор и значения инсек­
тицидной активности кж в процессах культивирования Вас. thuringien­
sis.

Материал и методика. Использовав штамм 69—6 Вас. Ишгй^егшз уаг. §а1!епае, 
который культивировали на питательной среде, содержащей кукурузный экстракт и 
техническую глюкозу. В качестве посевного материала использовали 72-часовой ино­
кулят спор, выращенный на агаризовапной среде.
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Работа проводилась на лабораторных установках тип.։ АК—10—1. оснащенных 
дополнительно датчиками и централизованным щитом контроля и регулирования сле­
дующих физических и физико-химических параметров процесса культивирования: дав­
ление в аппарате, скорость вращения мешалки, расход воздуха на аэрацию, темпера­
тура, рО2, pH. а также концентрации О, и СО2 а отходящих газах [1].

рО, в кж контролировали с помощью полярографического датчика кислорода соб­
ственной конструкции [2].

Методы определения углеводов, аминного азота, концентрат։։։ уксуснон кислоты, 
титра микроорганизмов и состояния культуры описаны ранее [о] ■

Летальную концентрацию кж /ЛКзд/ определяли в конце процесса на личинках 
восковой моли Galleria nielioneiia L. выращенных на искусственном корме с примене­
нием системы пробитов согласно ТУ 59—61—74.

За инсектицидную активность (ИА) принимали 1/ЛК50 IНе­
питательные среды готовились с постоянными концентрациями общих углеводов, 

1200 мг°/о, и аминного азота. 15 мг%. температура ферментации поддерживалась 30± 
0,2°, объем кж составлял 5 л.

В данной серии экспериментов в фазе экспоненциального роста, а также за­
медления роста и спорообразования, рО., стабилизировали на планируемых уровнях 
автоматически путем изменения расхода воздуха /2—-20 л/мин и скорости вращения 
мешалки /200—800 об/мин/.

В связи с тем. что в лаг-фазе создание уровня рО2 ниже 155 мм рт. ст. затруд­
нено из-за отсутствия потребления кислорода микроорганизмами, стабилизировали ми­
нимальные значения расхода воздуха /2 л/мин/ и скорости вращения мешалки /200 
об/мин/.

Были рассмотрены следующие параметры процесса культивирования: ,—инсек­
тицидная активность кж (1°/о)> У2—титр спор, млрд, ед./мл; У3—максимальный титр 
вегетативных клеток, млрд, ед./мл; У4—экономический коэффициент По глюкозе, по- 

млрд. ед. требленной до образования максимального титра вегетативных клеток. 0— :
У5—средняя удельная скорость потребления кислорода в фазе экспоненциального роста. 
--------- МЛ------- ' Ук—максимальная концентрация уксусной кислоты в кж в фазе 

час млрд. ед. 0
экспоненциального роста. мг°/о; У7—процент лизиса клеток в фазе спорообразования, 

%; У«—сдельная инсектицидная активность кж. ------ —--------% млрд. ед.
Результаты и обсуждение. Как видно из таблицы, уменьшение рО2 

до 15 мм рт. ст. в фазе экспоненциального роста пракшчеекн не влияло 
на среднюю удельную скорость потребления кислорода и максимальный 
титр вегетативных .клеток. Изменялся лишь экономический коэффи­
циент по глюкозе, потребленной до максимального титра вегетативных 
клеток за счет увеличения скорости потребления углеводов. В ре.зуль-

Таблица
.Динамика параметров процесса культивирования при различных значениях рО2 в среде

Фаза экспоненциального роста Фаза замедления рос а и спорообразования

рО, Уз Ут у5 У. рО, У, у8 У։ Уз

120
75
15

<15
15

2,4 
2,3 
2,3
1.4
2,2

0,0'55 
0,0046 
0,0027 
0,0015 
0,0029

1.62
1,58
1,53 
0,43
1,51

52
61
68

135
60

<15
15
75

120
15

33,4
4.4
0
0
0

0,125
0,59
0,63
0,23
0,61

о,2
1,3
1 ,45 
0,32 
1,35

1,6
2.2
2.3 
1,4 
2,2
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тате, если яри рО2, равном 120 мм рт. ст. в конце процесса, в кж оста­
валось около 700 мг% углеводов, которые можно использовать повтор­
но .три приготовлении питательной среды, то при рО2, менее 15 мм рт. 
ст., остаток углеводов в кж сводился к нулю. Таким образом, снижение 
уровня рО2 приводило к экономически менее выгодному использованию 
углеводов м и к р оо р г а ни з м а м и.

При значении рО2 ниже 15 мм рт. ст. в фазе экспоненциального ро­
ста снижалась средняя удельная скорость потребления кислорода и 
увеличивалось выделение микроорганизмами уксусной кислоты в среду. 
Это указывает на преобладание в условиях недостатка кислорода ана­
эробного метаболизма, который не в состоянии обеспечить энергией де­
лящиеся клетки, следствием чего является падение максимального тит­
ра вегетативных клеток. При глубокой лимитации по растворенному 
кислороду, в результате увеличения выделения уксусной кислоты в сре­
ду и, соответственно, понижения pH до значений ниже 5, прекращается 
рост микроорганизмов, или, как говорят, процесс «закисает».

Значение рОг, равное 15 мм рт. ст., является наименьшим, при ко­
тором сохраняются средняя удельная скорость потребления кислорода 
■и максимальный титр вегетативных клеток. Следовательно, это значе­
ние рО2 в фазе экспоненциального роста является критическим.

Уменьшение экономического коэффициента по глюкозе при пони­
жении рО2 до критического уровня, вероятно, является специфическим 
свойством Вас. 1Ьипг^1еп51з, для объяснения которого необходимы до- 
I юл 11 и те л ь н ы е нес ледов а имя.

Фаза замедления роста и спорообразования характеризуется при 
культивировании Вас. 1Ьиг1п^1еа515 продолжением активного функцио­
нирования цикла трикарбоновых кислот (ЦТК), через глиоксил атный 
шунт которого утилизируется уксусная кислота [6[. В этих фазах в ре­
зультате вторичного метаболизма в клетках синтезируется кристалло­
видный токсин. При рО2 ниже 15 мм рт. ст. уксусная кислота слабо пот­
ребляется микроорганизмами, вследствие чего pH практически не по­
вышается. При этом затягивается спорообразование, что приводит к по­
нижению титра спор по отношению к максимальному титру вегетатив­
ных клеток. Ухудшаются также и условия синтеза кристалловидных 
токсинов, о чем свидетельствует понижение удельной .инсектицидной 
активности кж. Повышение уровня рО2 выше 15 мм рт. ст. в фазе замед­
ления роста и спорообразования не сказывается на значении инсекти­
цидной активности.

Из изложенного 'следует, что значение рО2, равное 15 мм рт. ст. и 
более, в фазе замедления роста и спорообразования обеспечивает бла­
гоприятные условия для протекания процессов спорообразования и син­
теза кристалловидных токсинов.

Значение рО2, ниже критического, в фазе экспоненциального роста 
приводит к снижению максимального титра вегетативных клеток и в 
дальнейшем титра спор, что отрицательно сказывается на величине ин­
сектицидной активности кж. В этом случае, несмотря на нормальные 
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уеловпя ло рО2 в период вторичного метаболизма, удельная инсектицид­
ная активность кж уменьшается. Вероятно, ослабленные из-за недостат­
ка кислорода в этой фазе, клетки частично теряют способность синте­
зировать кристалловидные токсины в последующих фазах.

Таким образом, критическое значение парциального давления рас­
творенного кислорода для всего процесса культивирования составляет не 
оолее 15 мм рт. ст. Данный критический сровень рО2 обеспечивает нор­
мальное протекание первичного и вторичного метаболизма и. как след­
ствие. наибольшие в исследуемой области значения титра спор и инсек­
тицидной активности кж. Контрольный опыт подтвердил достоверность 
Данного вьэзода.

Институт микробиологии АН Армянской ССР.
Всесоюзный научно-исследовательский и проектный

чистит;֊ г Промавто.матнка» Поступило 11.Х1 1980 г.

ԼՈՒԾՎԱԾ ԹԹՎԱՆՆՒ ՊԱՐՑԻԱԼ ՃՆՇՄԱՆ ԱԶԴԵՑՈՒԹՅՈՒՆԸ 
BACILLUS THL’KIXGIENSIS-Ի ԿՈՒԼՏԻՎԱՑՄԱՆ ՎՐԱ

ե. Ն. ԱՐՕՈԻւՈԼՆՈՎ

Ուսումնասիրվեք է Լ)Օ2 ա դդե ց ո լթ , ոլն ր BUC- 111 U1U Ո glCHS i Տ - ի ամի, սպոր 
ե. Fin>-i եղառաջացման վրա: Որոշված է, որ pO>-/> կրիտիկական մակարդակբ 
Bac. էհԱringiens։>-ի կուլտիվացման ոդք պրոցեսի Համար պետր է lU*!1 pO2 
սնդիկի սշան 15 մմ-ից ոչ ավելին:

INF! UEXCE OF PARTIAL PRESSURE OF DISSOLVED 
OXYGEN ON i'HE CULTIVATION 
OF BA CIL /. US i h ( U/.\'G!/:.\S/S

E. N. Ak’ZCMANOV

The influence of pO2 on the growth, spore and crystal formation 
of Bac. thuringiensis has been investigated. The crytical level of pOs 
for all processes of cultivation has been determined to be no more that 
15 mm of mercury.
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О НЕКОТОРЫХ ОСОБЕННОСТЯХ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
НИТРОГЕНАЗНОЙ АКТИВНОСТИ АЗОТОБАКТЕРА 

АЦЕТИЛЕНОВЫМ МЕТОДОМ

В. Г. НИКОГОСЯН

Определялась нитрогеназная активность Аг. сЬгоососсит ацетиленовым методом, 
связанная с условиями и продолжительностью развития.

Показано, что наивысшая нитрогеназная активность V азотобактера, выращенного 
на среде Виноградского, проявляется в ранней логарифмической фазе. При длитель­
ном культивировании в газовой атмосфере она частично обусловлена наличием опреде­
ленных количеств этилена в среде.

Ключевые слова: азотобактер, нитрогеназная активность.

В настоящее время для определения активности азотфиксации ши­
роко применяется ацетиленовый метод, теоретические основы и возмож­
ность применения которого для определения активности азотфиксации 
разными объектами представлены в ряде работ [1—5, 7, 12, 14—16]. 
.Для определения азотфиксирующей активности указанным методом 
культуры инкубируются в присутствии ацетилена на жидкой или твер­
дой питательной средах в герметически закрытых сосудах и периоди­
чески устанавливается .количество образовавшегося этилена [6, 7, 10]. 
В ряде случаев ацетилен вводится в определенные периоды развития 
культуры [8].

Одновременно отметим, что в настоящее время у аэробных бакте­
рий все еще недостаточно исследованы динамика нитрогеназной актив­
ности в процессе их развития, а также влияние на нее различных газов 
и густоты посева.

В настоящей работе мы задались целью исследовать влияние ука­
занных факторов па нитрогеназную активность азотобактера, опреде­
ляемую ацетиленовым методом.

Материал и методика. Исследования проводились на полученных нами стрептомп- 
цииустойчивых (С-5, С-6, С-'2О) и тетрациклппустойчивых (Т-3, Т-6, Т-16) мутантах 
и па исходном штамме Аг. сЬгоососсит 53 (НИИ сельхоз. микробиология, К-1).

Культуры выращивались при 27° на агаризовапной среде Виноградского (3 мл) в 
15 мл пенициллиновых флаконах. В определенный период развития воздух во флаконах 
заменялся смесью газов, состоящей из аргона (70), кислорода (20) и ацетилена (10%). 
В отдельных опытах за счет уменьшения количества аргона и кислорода в газовую 
смесь вводили этилен (1—8%).

Для 'исследования нитрогеназной активности в процессе роста культуры выращи­
вались в 6-ти флаконах в течение 4, 24, 48, 72, 96 и 168 ч. По истечении этих сроков во 
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флаконы вводилась смесь газов, и после одночзсовой инкубации определялась актив. 
..ость фермента. Количество образовавшегося этилена определяли в 0.5 мл образца 
ссеси газов на газовом хроматографе <цвет» модели 4—67 с пламеннононизашюнным 
^ете^тором. В колонке (60 смХО.3 см)—окись алюминия, обработанная щелочью при 

емпературз испарителя 85°. Скорость газа-носителя (гелий) 40 мл/мин. Актив­
ность нитрогеназы выражали по восстановленному ацетилену (мкмоль/час) ^9ф 

В .-качестве контроля служили флаконы с питательной средой и соответствующей 
смесью газов.

Результаты и обсуждение. Исследования динамики нитрогеназной 
активности азотобактера показали, что нитрогеназная активность про­
является спустя четыре часа после инокуляции и достигает максимума 
на “ З'н Аень. Далее начинается быстрый спад активности фермента 
(табл. 1).

Таблиц а 1
Динамика нитрогеназной активности Аг. сЬгоососсит в процессе развития.

мкмоль С2Н,/час

Культуры
Возраст культуры, ч

4 24 48 72 96 168

С-20 0,10 0,90 1,65 2,55 1.10 0,40
С-6 0,25 1,80 1,75 1.30 1,20 0,45
С-5 0,15 1,42 1.35 1,90 1.35 0,50
Т-6 0,10 1.15 1.05 1.55 0,40 0.15
Т-16 0,23 0,60 1 ,75 2.Ю 1,00 0,27
Т-3 0.27 0,93 1,50 1,35 1,25 0,17
К-1 0,40 2,20 2,45 2,40 0,90 0,10

Опыты показали, что между нитрогеназной активностью, титром жи­
вых клеток и биомассой азотобактера нет коррелятивной зависимости 
(рис. 1).

Рис. 1. Динамика накопления биомассы, титра живых клеток и нитроге­
назной активности. Аг. сЬгоососсит (К-1) в процессе развития. 1— сухой 

вес биомассы, 2— титр живых клеток, 3— нитрогеназная активность.
I
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Лзотфиксируюшая активность достигает максимума в ранней лог- 
арифметической фазе роста культуры и в дальнейшем, с увеличением ко­
личества биомассы, клетки азотобактера значительно теряют нитроге- 
шазную активность.

Интересно было выяснить и динамику нитрогеназной активности 
азотобактера в процессе длительного развития в газовой смеси. Прове­
денные нами исследования показали, что в присутствии ацетилена и 
других газов нитрогеназная активность растет, достигая максимума в 
24-часовой культуре (рис. 2). При дальнейшем развитии в этих усло­

вие. 2. Нитрогеназная активность 
Аг. сЬгоососсшп при длительном разви­

тии в газовой атмосфере. 1 К-1: 2—С-20

виях восстановления ацетилена ле наблюдается, хотя предыдущими 
опытами (табл. 1) было показано, что у азотобактера наивысшая нит­
рогеназная активность обнаруживается на 2—3-й день. Вероятно, это 
можно объяснить отсутствием необходимого количества азота (1\2) для 
роста азотобактера, а также отрицательным воздействием смеси газов 
на нормальное развитие культуры.

В литературе имеются указания на то, что ацетилен ингибирует 
развитие микроорганизмов и, следовательно, в аналогичных экспери­
ментах следует избегать сравнительно высоких концентраций ацетилена 
в газовой смеси [ГО]. Одновременно известно, что в ряде случаев про­
дукты ферментативной реакции способны подавлять активность данно­
го фермента.

В связи с этим было интересно .выяснить влияние различных доз 
этилена на активность ферментного комплекса.

Нами выявлено, что незначительные концентрации этилена (1%), 
введенного в газовую среду, отрицательно действуют на нитрогеназную 
активность азотобактера (табл. 2).

Количество и установление,о ,՝цети

Таблица 2 
Влияние этилена на нитрогеназную активность Аг. сПгоососсит 

в процессе развития.

Количество 
этилена, %

лена, мкмоль, спустя

3 ч 24 ч

Контроль (без этилена) 
I

6.10 13 10
6.10 10 50

2 5,15 6.80
4 3.30 5.00
8 2,80 3,00
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При определении нитрогеназной активности ацетиленовым методом 
культуру обычно сеют густым штрихом [1].

В задачу наших исследований входило также выяснение оптималь­
ного периода для определения активности фермента в зависимости от 
количества посевного материала.

Исследования показали, что при внесении большого количества по­
севного материала, активность нитрогеназы выше у однодневных куль­
тур, а при внесении незначительного количества—у трех-, четырехднев­
ных. Очевидно также, что независимо от количества посевного мате­
риала нитрогеназная активность на вторые сутки почти выравнивается 
(табл. 3).

Таблица 5
Зависимость нитрогеназной активности Аг. сйгоососсит от количества посевного 

.материала, мкмоль С,Н2/час

Густота посева
2

Возраст культуры, ч

24 48 7 о 96

Густой штрих 0,95 2.50 2,50 1,20 0,60
Умеренный штрих 0,45 1,75 2.80 1 ,45 0,80
Средний штрих 0,28 2,15 2,65 1,35 0,80
Слабый штрих 0.18 0.80 1,80 2.65 2,35
Незначительный штрих 0.15 1,05 2,55 2,90 1.80

Таким образом, проведенные исследования показывают, что нитро­
геназная активность Аг. сЬгоососспт на среде Виноградского характе­
ризуется одновершинной кривой, максимум которой совпадает с ранней 
логарифмической фазой и не коррелирует с ростом биомассы и титром 
живых клеток. Уровень азотфиксирующей активности в значительной 
степени зависит от продолжительности инкубации культуры в газовой 
атмосфере, содержащей различное количество этилена. Определение 
нитрогеназной активности па среде Виноградского ацетиленовым мето­
дом целесообразно проводить на второй день роста культуры, сокращая 
время инкубации в газовой смеси.

Отметим также, что при исследовании нитрогеназной активности 
азотобактера, выращенного на других питательных средах указанным 
методом, следует учитывать особенности развития культуры и динами­
ку активности фермента.

Институт микробиологии
АН Армянской ССР ПосТ|уппло 18. XII. 1980 г.

ԱՑԵՏ1ՎԵՆԱՅԻՆ ԵՂԱՆԱԿՈՎ ԱԱՈՏՈՐԱԿՏԵՐԻ 
ՆԻՏՐՈԳԵՆԱՋԱՅԻՆ ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՆ ՈՐՈՇՄԱՆ ՄԱ11ԻՆ

Վ. Դ. ՆԻԿՈՂՕՍՅԱՆ

Ուսումնասիրվել են ա ց ե տ ի լ են ա լին եղանակով ,\'Հ • Cll TOOCOCC H 111 - ի 
ն իա ր ո դեն ա դա լին ա՛կտիվության որոշման մի շարլ։ հարցեր' կապված 4"'/՜ 

տուրայի դարդացման տևողության ե պայմանների հետ:
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Պարզվել է, որ Վինոգրադսկու սննդամ իջավայրում զարգանալիս ադո- 
ւոտբակտերի նի տ ը ո դեն ա դ ա լին ակտիվությունը մեծ է վա դ լոգարիթմական 
■ի ա դ ա յ ո ւ մ;

Ացետիլեն պարունակող միջավայրում, երկարատև զարգացման ընթաց­
րու մ, \/. ՀքՕՕՇՕՇՇԱա֊/ք նիտրոգենադային ակտիվությունը մասամբ պայ­
մանավորված է նաև դա դա յիե մ թ եո [որտ ում աւլկա էթիլենի քանակությամբ:

ON SOME PECULIARITIES OF DETERMINATION 
OF NITROGENASE ACTIVITY OF AZOTORXCTER 

BY ACETYLENOUS METHOD

V. G. N’lKOGHO ,SIA.\

Some questions on determination of nitrogenase activity of Az. chro- 
ococcum by acetylenous method connected with conditions and duration 
of development have been studied. It has been shown that the highest 
nitrogenase activity in azotobacter, grown on a medium of Vinogradski 
Is displayed at early logarithmic phase.
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ВЛИЯНИЕ .НЕДА. САХАРНОГО СИРОПА И ПАСТЕРИЗАЦИИ НА 
АКТИВНОСТЬ ПО.ТУСИНТЕТИЧЕСКИХ АНТИБИОТИКОВ

3. М. АКОПЯН. Г. А. ШАКАРЯН

Установлено, что под действием меда и сахарного сиропа активность полусннте- 
тических антибиотиков метациклина. оксациллина и днклоксаииллниа снижается. После 
пастеризации мед не полностью обезвреживается от метациклина. оксациллина н дик֊ 
л окса циллина.

Ключевые слова: антибиотики, мед, сахарный сироп, концентрации.

Наличие антибиотиков в пищевых продуктах, в частности в продук­
тах животного происхождения, может вызвать ряд нежелательных яв­
лений в организме человека: повышение чувствительности макроорга­
низма к антибиотикам, нарушение нормальной микрофлоры, образова­
ние устойчивых форм микроорганизмов и т. д. Поэтому изучение оста­
точных количеств антибиотиков в продуктах животноводства до приня­
тия его в пищу, а также разработка мер по обезвреживанию этих про­
дуктов имеет большое не только научное, ио и практическое значение.

Предыдущими нашими исследованиями было установлено, что при 
скармливании пчелам антибиотиков, последние из организма пчел пере­
ходят в мед, и хотя при хранении активность их постепенно снижается, 
некоторые из них сохраняются в меде довольно продолжи тельное время 
[2-5].

В настоящей работе ставилась цель изучить динамику снижения 
активности полусннтетическпх антибиотиков оксациллина, днклоксацил- 
лина и метациклина в меде и сахарном сиропе, а также влияние пасте­
ризации на активность этих препаратов в меде.

Материал и методика. Испытывались два образца меда различного происхожде­
ния—из Талинского района Армянской ССР и Сухумского района Грузинской ССР.

К определенному количеству меда и сахарного сиропа в отдельности добавлялось 
определенное количество оксациллина, днклоксаииллниа и метациклина с известной ак­
тивностью, затем все перемешивалось и в определенные сроки после хранения в ком­
натных условиях исследовалось иг наличие остаточных количеств антибиотиков.

Концентрация ьтих препаратов в меде и сахарном сиропе определялась микробио­
логическим методом диффузии антибиотика в агар. Степень активности их после взаи­
модействия с медом и сахарным сиропом, а также после пастеризации выражали в 
процентах от исходной концентрации.
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Результаты и обсуждение. Результаты исследований. приведенные 
в табл. 1 показывают, что активность всех трех полуслнтетическях анти­
биотиков почти во все сроки исследования в обоих образцах меда ниже 
исход ной концентра ни и.

Таблица 1
Очаточиос количество оксациллина, диклоксациллииа :< метациклина а меде и сахар­

ном сироле (% к исходному)
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3 73,3 1,0,0 30.0 80,6 72.6 41,3 51.5 72,8 33,7
6 76,6 73.3 28,3 86,0 53,3 33,3 43,8 73,1 29,6

24 80,4 83,3 8,3 80,0 76,0 19,3 45,3 64,2 29,8
48 68,3 68,3 1.7 61,3 66.6 6.3 45,3 51.8 26.0
72 65,0 65,0 следы 47,3 66.6 0.8 32.0 46,0 17.8

1 месяц 1,7 46,6 0 20.6 следы 30.4 
՛

44,0
•

17,8

Активность метациклина через час после взаимодействия с медом 
снижается интенсивнее, чем полу-синтетических пенициллинов—оксацил­
лина и диклоксациллила. В последующие сроки уровень метациклина в 
талинском меде с некоторыми колебаниями продолжает снижаться, но 
псе же спустя месяц он еще сохраняется (30,4% от исходного).

В сухумском меде до 24 ч концентрация метациклина несколько 
повышается, очевидно, за счет связанного антибиотика, далее его уро­
вень хотя и снижается, но спустя месяц он в меде сохраняется на бо­
лее высоком уровне- 44,0% от исходного.

Снижение активности оксациллина и диклсксаниллина в первые 
три дня взаимодействии с медом происходит значительно медленнее и 
более равномерно в обоих образцах меда; спустя месяц оксациллин и 
диклоксациллии сохраняются в талинском меде (1,7 и 20,6%), в сухум­
ском меде их количество значительно больше—соответственно 46,6 и 
60,6% от исходного.

Таким образом, полусинтетичсские антибиотики—оксациллин, дик- 
локсациллин, а также метациклин, подобно ранее изученному нами 
пенициллину [1], более интенсивно разрушаются в талинском меде. 
Следовательно, происхождение меда оказывает определенное влияние 
на процент снижения активности этих препаратов.

Значительное снижение активности метациклина, и в особенности 
оксациллина и джлоксациллииа, во все сроки исследования регистри­
ровались нами в сахарном сиропе.

Если через месяц метациклин в сахарном сиропе сохраняется на 
17,8% от исходного, то диклоксациллин за этот же период выявляется 
г. виде следов, а оксациллин вообще не выявляется.
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В контрольных опытах антибиотики в таком же количестве раст­
ворялись в воде, и во все сроки исследования их выявлено в значитель­
но большем количестве.

Остаточное количество метациклина. оксациллина ։։ днклокслцнллнна

Таким образом, при взаимодействии оксациллина, диклоксациллина 
и метациклина с медом в течение месяца активность их хотя значи­
тельно снижается, но полностью эти препараты не инактивируются. По­
этому обезвреживание меда от остаточных количеств антибиотиков до 
употребления его пищу имеет большое практическое значение.

Нами испытывалось влияние пастеризации на активность оксацил­
лина и метациклина в меде.

Образцы меда, содержащие известное количество указанных анти­
биотиков, подвергались пастеризации при температуре 70°, 80° и 90° в 
течение 30 мин. Концентрация антибиотиков в меде определялась как 
до, так и после всех режимов пастеризации. Исследования проводились 
в трех повторностях, средние данные которых, выраженные в процентах, 
приведены в табл. 2.

Как и следовало ожидать, при взаимодействии с медом в наиболь­
шей степени снизилась активность метациклина. При нагревании меда 
активность его продолжает снижаться, и после пастеризации при тем­
пературе 80° в талинском меде сохраняется 67,7%, в сухумском моде 
значительно меньше—38,2% метациклина. В дальнейшем с повышением 
температуры и повторностей пастеризации количество антибиотика в 
меде продолжает снижаться, однако и после З-кратной пастеризации 
при температуре 90° он все еще сохраняется в талинском меде на до­
вольно высоком уровне. Под действием теплового фактора значительно 
снижается также активность оксациллина и диклоксациллина (табл. 2).

Из той же табл. 2 видно, что все препараты при всех режимах па­
стеризации интенсивнее разрушаются в сухумском меде.

Заслуживает внимания тот факт, что ранее изученный нами пени­
циллин и полусинтетическии пенициллин ампициллин иод действием
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теплового фактора разрушались интенсивнее, особенно в талинско.м 
меде [1].

в меде после пастеризации, % к исходному
Таблица 2

Следовательно, разрушительное действие теплового фактора на ак­
тивность различных антибиотиков в .меде различного происхождения 
■проявляется не одинаково.

Таким образом, активность метациклина, оксациллина и д.иклокса- 
циллина под влиянием меда значительно снижается, но полностью они 
не разрушаются, даже после пастеризации.

Ереванский зооветеринарный 
институт Поступило 13. VI 1980 г.մեղրի, շաքարաջրի եվ պաստերիզացիայի ազդեցությունըԿԻՍԱՍԻՆԹԵՏԻԿ ԱՆՏԻԲԻՈՏԻԿՆԵՐԻ ԱԿՏԻՎՈՒԹՅԱՆ ՎՐԱ

Զ- 1Г. ՀԱԿՈՐՅԱՆ, Գ. Ա. ՇԱՔԱՐՅԱՆ
Երկու տարբեր ծագում ունեցող մե՛ղրի նմուշներին և չարարաջրին խառ­

նել ենք հայտնի քան ա կո ւթ յա մ բ կիսասինթետիկ անտիբիոտիկներ մետա- 
ցիկլին, օքսացիլին և դի կլո ք ս ա ց ի լին ։ Ո բռչա՛կի ժամկետներում մեղրի և չա֊ 
քա րաջր ի մեջ որոչվել է անտիբիոտիկների կոնցենտրացիան, այն
որոչվել է նաև մեղրի նմուչները 30 րոպե տևողությամբ 70°, 80° և 90° ֊ում 
պաստերիզացն ելուց հետո։

Հետ աղոտ ություննեբը ցույց տվեցին, որ ինչպես մ ե տա ց իիլինի, այնպես 
էլ օքսացիլին ի և դի կլո ք ս աց ի լին ի ա կտ ի վութ յուն ը մեղրի և չւսքա րաջբի ազ­
դեցությամբ իջնում է, սակայն տարբեր չափով։

Անտիբիոտիկների կոնցենտրացիան մեղրի մեջ չնայած ավելի զգա լի է 
իջնում այն պաստերիզացնելիս, սակայն դրանք լրիվ չեն քայքայվում մեղրի 
մեջ նույնիսկ 90°֊ում եռանվագ պաստերիզացնելուց հետո։
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effect OF HONEY SUGAR syrup an? pasteurization 
ON SEMI-SYNTHETIC ANTIBIOTIC ACTI\TH

Z. M. AKO1IA.X. G. A. SHAKARIAX

It has been established that under the effect of honey and sugar syrup 
ihe activity of semi-synthetic antibi hi-s -metacyclin, oxacillin and diclo- 
cksacillin decreases. After pasteurization honev is not completely purified 
from semi-synthetic antibiotics.
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БИОЛОГИЧЕ С К И й ж УРНАЛ АРМЕНИИ

= ' ~ ХХХ1У, 3, 279—283, 1981

УДК 576. 852. 24

АРОМАТООБРАЗОВАНИЕ МОЛОЧНОКИСЛЫХ БАКТЕРИЙ 
ЮГОРТА

Л. А. ЕРЗИНКЯН, А. Б. АКОПОВА, А. 3. ИБРАГИМОВА, Н. Д. ШАМРАЕВА

Установлено, что максимальное накопление аромата происходит при развитии 
культур бактерий в первые часы до образования сгустка и последующем сохранении 
югорта в холодильнике при 5 .

Симбиотическая бактериальная закваска югорта Л֊11 хорошо уживается с аро­
матообразующим стрептококком М23-Ш, что способствует значительному повышению 
аромата кисломолочного Продукта.

Ключевые слова: молочнокислые бактерии, югорт.

Аромат кисломолочных продуктов зависит от находящихся в них 
веществ—диацетила, летучих кислют и др., которые синтезируются мо­
лочнокислыми бактериями [1, 3—5]. Ряд ученых считают, что гетеро- 
ферментативные бактерии диацетила синезируют больше, чем гомо- 
фер,ментати®ные [2, 6]. В производстве маргарина, творога, сметаны, 
простокваши используются активные ароматоюбразующие молочнокис­
лые бактерии. Представляло интерес установить влияние ароматообра- 

՝ зующих культур на аромат югорта.
С этой целью изучалось ароматообразование молочнокислых бак­

терий .югорта, монокультуры ЗНаркюоссиз сПасёШасНз .423-111 и ее 
симбиоза с кокковыми и палочковидными молочнокислыми бактериями 
.микрофлоры югорта.

Материал и методика. Для количественного определения диацетила нами исполь­
зовался модифицированный метод японских исследователей [3, 7, 8]. Этот метод 
имеет следующие достоинства: отгон в токе инертного газа при относительно невысо­
ких температурных условиях выделения, возможность анализировать одновременно 
6 пли 12 образцов при использовании несложной аппаратуры.

Сущность его заключается в извлечении током азота диацетила и фиксации его в 
специальной ловушке буферным раствором гидроксиламина. Выдержка при 75° в те­
чение 15 мин способствует завершению реакции между диацетилом и гидроксиламином 
с образованием днацетилглиоксима, который дает стойкий цветной комплекс с серно­
кислым железом.

Нами были исследованы 5 культур югортных палочек и кокков в монокультуре и 
их симбиоз, а также ароматообразующие молочнокислые бактерии (ВНИИЖ) М23-1П 
в монокультуре и совместно с молочнокислыми бактериями в симбиозе. В молоко вно­
сили 1% исследуемых культур, которые выдерживались в термостате при температуре 
.’37°. Диацетил и ацетон определяли в исходном молоке, 6-, 24-часо.вой культуре и 
в культуре, которая 6 ч инкубировалась в термостате, затем 18 ч выдерживалась в 
холодильнике при 5°. Наряду с этим, определяли кислотность (в градусах Тернера) в
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24-часовой культуре. кроме того—летучие кислоты (муравьиную. уксусную, пропионо­
вую, масляную), ацетальдегид—при помощи хроматографа «Хром-2».

Для определения дизцетила брали 20 мл молока, сквашенного исследуемыми мо- 
лочноквслыха бактериями, а для определения ацетоина к 5 мл сквашенного молоха 
добавляли 1 мл 30%-ного ЕеС13.

Пробу помещали в большую пробирку (емкостью 250 мл), которую погружали в 
водяную баню с температурой 65е. Каждую прсбпрку закрывали притертой пробкой, 
через которую проходила пипетка, доходящая до дна п соединенная с источником азо­
та. Большая пробирка соединялась 1:-образнон трубкой с ловушкой, находящейся сна­
ружи, внутрь помещалась градуированная малая центрифужная пробирка.

Выход азота наружу—свободный, через трубку. 1 мл буферного раствора гидро­
ксиламина заливали в малую центрифужную пробирку. Газ из балона подавался со 
скоростью 100—120 мл в мни (5—7 пузырьков в секунду)֊ После отгонки в течение 
1,5 ч ловушку с гидрокенламином отсоединяли и погружали в водяную баню с темпера­
турой 75° на 15 мин. Затем в еще теплые пробирки добавляли 0,5 мл ацетонфосфата 
с целью связать непрореагнрованный гидроксиламин в комплекс и встряхивали. Сразу 
же добавляли 0.1 мл сернокислого железа а немедленно встряхивали. Объем доводили 
до 5 мл 33%-ным К,НРО4 и колориметрировали на ФЭК с зеленым светофильтром, 
кювета № 5.

Количество диацетила в пробах определяли по заранее построенной на растворах 
чистого диацетила калибровочной кривой.

Для определения ароматических веществ в стеклянные сосуды емкостью 30 мл по­
мещали по 6 г безводного сернокислого натра. Затем в сосуды добавляли по 5 г гомо­
генного образца сквашенного молока, тщательно перемешивали и герметически за­
крывали резиновыми пробками с навинчивающимися колпачками. Стеклянные сосуды 
помещали в водяную баню при 90° на 15 мин. Так как температура кипения диацетнла 
88°, то такая температурная выдержка обеспечивала его полное извлечение.

5 мл газовой смеси шприцем вводили непосредственно в хроматограф. В наших ис­
следованиях использовали прибор «Хром-2» с пламенно-ионизированным детектором.

Идентификация пиков хроматографической записи была проведена с использова­
нием свидетелей по времени удержания неизвестного с аналогичным пиком для стан­
дарта, а количественное определение—по соотношению площадей пиков стандартных 
растворов с известным содержанием и площадей пиков в исследуемом образце.

Выделение летучих жирных кислот велось отгонкой с паром, с последующим оп­
ределением их содержания методом газожидкостной хроматографии по модификации 
Климовского [5].

Результаты и обсуждение. В результате исследований побочных 
продуктов брожения определено содержание ацетальдегида и летучих 
жирных кислот (.муравьиной, уксусной, пропионовой, масляной). Уста­
новлено, что количество образовавшихся кислот по отношению к титру­
емой кислотности у югортпых стрептококков составляет 10,2, югортных 
палочек—9,2, а при симбиозе молочнокислых палочек и кокков—5,3%, 
тогда как у молочнокислого ароматообразующего стрептококка М23-И1 
в симбиозе с молочнокислыми палочками и кокками составляет 9,0% 
(табл. 1).

Как видно из табл. 1, по количеству летучих кислот и ацетальдеги­
да испытуемые молочнокислые бактерии югорта оказались гомоформеп- 
тативными. Они образуют .молочную кислоту (90 % от общего количест­
ва продуктов брожения). Для расщепления глюкозы указанные бакте­
рии обладают всеми необходимыми ферментами, включая альдолазу. 
Водород, отщепляющийся при дегидрировании триофосфата, передает- 
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<я на пируват. Неоольшая часть пирувата подвергается декарбоксили­
рованию с превращением в уксусную кислоту, этанон, СО2 и ацетоин.

Продукты брожения молочнокислых бактерий югорта
Таблица 1
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Л- II к 1,4 57,92 46,08 2,02 4,64 111,0 102 10,2
Л- II и .10,4 38,24 55,28 2,73 4,84 111,4 114 9,2
Л-II 18,3 25.56 29,48 1 ,83 2.16 67,3 127 5.3
Л ֊11-4-М23-ГП И0,2 15,2 117,04 1 ,44 1,68 145 171 9,0

Таблица 2
Накопление диацетила и ацетоина молочнокислыми бактериями югорта при разных 
условиях культивирования в молоке

Культуры Л- II к Л - II п М23- III Л —П-(-М23—III Л- II

Диацегил, М1, л

Исходная '0,75 0,9 1,45 1,5 0.7
6 ч 37° 3 1.8 15,5 16,5 2,2
6 ч—37° 

,18 ч—5° 4,9 I ,9 16,0 22,0 3,0
24 ч֊37° 2,2 0,8 2.9 1.8 0,58
Ацетоин, мг/л
Исходная 4,45 3,5 6,35 6.9 0,7

6 ч —37°՛ Я0,2 5,4 85,4 75.5 8.2
6 ч-37°

18 ч-5° ,11,1 4,9 91.2 81 ,2 6.0
24 ч —37° ■2/6 1,2 — 9,7 0,8
Кислотность, Г

6 4—37 65 60 38 68 55
6 ч —37° 

’18 ч — 5° 69 71 56 75 75
24 ч-37° 102 114 С4 171 121

При определении ароматообразования исследуемых культур, как 
видно из табл. 2, при инкубировании в термостате в течение 24 ч при 
юлтимальной температуре роста количество диацетила и ацетоина за­
метно снижается по сравнению с 6-часовой культурой. Количество дна- 
.цетила и ацетоина значительно увеличивается, когда последнюю сразу 
.же после свертывания сгустка переносят в холодильник с температурой 
.5°, где выдерживают 18 ч. Ароматообразующий стрептококк М23-1П ве­
дет себя в отношении накопления ароматооб.разующих веществ анало­
гично молочнокислым югортным бактериям. При культивировании этой
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культуры в симбиозе палочек и кокке» молочнокислых югоргных бак­
терий наблюдается накопление кислотности, уплотнение сгустка, зна­
чительное повышение аромата. Из исследуемых молочнокислых бакте­
рий югорта лучшей способностью к ароматообразованию обладают 
стрептококковые формы.

Рас. Пики хроматографической записи пр։г 
определенья аромата кисломолочного про- 
дхкта. 1. Ацетальдегид, 2. Пропионовый 
альдегид, 3. Ацетон. 4. Этанон. 5. Гетанон, 

6. Диацетнл.

Таким образом, можно предположить, что в первые 6 ч инкубации 
при высокой температуре происходит быстрое накопление ароматиче­
ских веществ, тогда как при дальнейшей инкубации до 24 ч и более 
происходит их разрушение. Поэтому необходимо после образования 
сгустка кисломолочный продукт перенести в холодильник с температу­
рой 5°, где и происходит дальнейшее усиление аромата (рис.)

Высокая кислотность культуры и длительная выдержка при повы­
шенной температуре (37°) отрицательно влияют на аромагообразова- 
ние.

Институт микробиологии АН Армянской ССР,
Всесоюзный научно-исследовательский институт жиров, 

г. Ленинград Поступило 11. XII 1980 г.

ՅՈհՂՈՐԴԻ ԿԱԹՆԱԹԹՎԱՅԻՆ 1֊ԱԿՏհՐԻԱՆհ1’1։ 
ՈՈԻՐՄՈԻՆՔԱԱՌԱՋԱՑՈԻՄ!)

Լ. С. ՍՐԱՆԿՅԱՆ, Ա. Р. ԱԿՈՊՈՎԱ, Ա. ft. 1՚Ր141.Հ|՚Մ11֊Լ11, Ն. Դ. ՇԱՄՐԱէւՎԱ

Ուսումնասիրվել Լ յոլղորդի կաթնաթթվալին բակտերիաների րոլր֊ 
մ ոլն բա ապա էյ ում ր : Պարզվել է , որ բուրմ ունքի մաքսիմալ կ ո ւ տ ա կ ո ։մ ր տե­

ղի է ունենում բակտերիալ կուլտուրալի զարդարման աոաջին իսկ մամերում' 
մինչև կաթն ա մ ա կա ր զակի աոաջաւյումր ե հ ե սւ ա զ ա լ ո լ մ լուդորդր 5° ս ա ոն ու­
րան ու ւ) սլա Հոլ ան մ ան դեպքում:

AROMAFORMATION OF JUGURT LACTOBACILLUS

L. A. ERSINKIAN, A. B. ACOPOVA, A. S. IBRAGIMOVA, N. I). SIIAMRAEVA

It has been established that lactobacillus used for Jugurt production 
accumulates aromatic substances during first hours of growth. The cul­
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ture gets on well with aroniaproducing streptococci M23—111—5, this 
favours the increase of lacticacld product aroma.
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ՀԱ5ԱՍՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ ՀԱՆԴԵՍ 
БИОЛОГИЧЕСКИ П ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

XXXIV. 3՜2Տ4^26Տ՜1981

УДК. 576. 651. 5.05*5 5

РАЗЛИЧИЯ В БИОХИМИЧЕСКИХ СВОЙСТВАХ ШТА.ММОВ 
BACILLUS THURINGIENSIS VAR. GALLERIAE

Б П. КАРАБЕКОВ. А. Г ЧАХМАХЧЯН. М Г. ОГАНЕСЯН

Показано, что природные штаммы Вас. 1Ьиг1гч>1еп515. принадлежащие к серотипу 
Н5а:5в (чат доИепае). неоднородны по своим биохимическим свойствам 1 кчледован- 
ные штаммы принадлежали к двум хорошо дифференцируемым биохимическим типам, 
отличающимся друг от друга по способности утилизировать сахарозу и по потреб­
ности в никотиновой кислоте. Выявлена корреляция между этими двумя признакам:, 
характерная только для штаммов таг. ^аНепае.

Ключевые слова: Вас. thuringiensis. биохимические свойства.

Вас. thuringiensis v. galleria? (серотип 115аюв) известен однород­
ностью биохимических свойств [7]. Ему свойственна неспособность 
сбраживать сахарозу [6—9] и асксотрофнесть но никотиновой кислоте 
[1. 2]. Наряду с этим, у ряда штаммов этого серотипа обнаружена спо­
собность ферментировать сахарозе [1]. Но несмотря на это, вопрос о 
наличии различных биохимических типов внутри серотипа 115а:5в не 
обсуждался.

В настоящей работе приводятся результаты сравнительного изуче­
ния 37 природных штаммов Вас. thuringiensis v. galleriae, полученных 
'из различных источников.

Материал и методика. В работе использовали 79 штаммов Вас. thuringiensis, 37 
штаммов у. galleriae и 42 других серотипов (111֊֊1112). Большинство исследованных 
штаммов получено из Всесоюзного института защиты растений (ВИЗР, ЛенннТ|рад). 
Ряд штаммов получен из института «BI IIII [генетика» (Москва), Института ядериых 
исследований (ИЯИ. Гатчина). Института .микробиологии ЛИ Армянской ССР (НИМИ, 
г. Абовяп, Армянская ССР), Биологического института СО ЛИ СССР (БИСОЛИ, Но­
восибирск) и Среднеазиатского института фитопатологии (САНИИФ, Ташкент).

Лабораторное культивирование штаммов проводилось на мясо-пептонном бульоне 
и мясо-пептонном агаре. Способность сбраживать сахарозу исследовалась па среде 
следующего состава (%): пептон—1; сахароза (чда)— I; агар—2; бромкрезоловый пур­
пурный—50 мкг/мл (pH 7,0). Цвет среды красно-фиолетовый. При сбраживании са 
харозы среда окрашивается в желтый цвет. Жидкая среда с сахарозой готовилась по 
той же прописи без добавления агара Для этих же целен использовалась сухая сре­
да с сахарозой и индикатором ВР. выпускаемая Дагестанским институтом питатель 
иых сред.

Потребность в факторах роста определялась в минимальной среде (МС) следую­
щего состава (на один литр среды, в граммах): К2НРО4—3,0; К.Н2РО4 1.0; Na2SO.t



0,1; MgSO4—0,246; СаС12—0,112; MnCl2—0,125; \H4COOCH3—2,31; глюкоза—0.5; 1— 
глютаминовая кислота—1.47 (pH 7,3). Для приготовления агаризованной МС добав­
ляли 1,1% агара «Дифко». В случае необходимости к МС добавлялась никотиновая 
кислота в конечной концентрации 10 мкг/мл. Изучалась лецитиназная [4], уреазная 
[51 и протеолитическая активность [3].

Серологические свойства исследовались в реакции агглютинации на стекле с эта­
лонными Н—-антисыворотками, полученными из Института им. Пастера. При иденти­
фикации серотипов Н5а;5в (v. galieriae) и Н5а;5с (v. canadiensis) использован метод 
перекрестной адсорбции антител. Для этого антисыворотка Н5а;5в в разведении 1:100 
насыщалась свежей культурой штамма 1122 ИНМИ v. canadiensis, находящейся в кон­
це экспоненциальной фазы роста. Точно так же антисыворотка Н5а:5с насыщалась 
культурой штамма 69—6 v. galieriae. Смеси ставились в термостат при 37° на 20 ми­
нут. За это время происходило выпадение обильного хлопьевидного осадка. Затем 
смеси центрифугировались при 4500 об/мин в течение 20 мин. Надосадочная жидкость 
отбиралась и с нею ставилась реакция агглютинации на стекле.

Чувствительность исследованных штаммов к набору бактериофагов определялась 
качественно.

Результаты и обсуждение. При изучении биологических свойств 
природных штаммов Вас. thuringiensis v. galieriae, поступивших в нашу 
лабораторию, было установлено, что они отличаются друг от друга по 
способности сбраживать сахарозу. Так, из 37 исследованных штаммов 
18 (48,6%) сбраживали сахарозу с образованием кислоты без газа 
(Sac^"), 19 штаммов этой способностью не обладали (Sac՜ ). Характе­

ристика исследованных штаммов по это-му признаку, в зависимости от 
источника получения, приведена в табл. 1, из которой видно, что Sac+'

Таблица 1
Характеристика исследованных штаммов по источникам получения

Источник по­
лучения штам­

мов
Количество 

штаммов

В тем числе

сбраживают 
сахарозу

не сбраживают 
сахарозу

виз? 22 12 10ияи 4 2 2
ВНИИгенетцга 6 2 4
БИСОАН 2 0 2
САНИИФ 3 2 1

В сего 37 18 19

штаммы поступали в нашу коллекцию почти из всех источников. По­
скольку в классификационной схеме Де Баржах и Бонефи [7] этот ва­
риант Вас. thuringiensis (серотип Н5а:5в) отмечен как не сбраживаю­
щий сахарозу, мы предположили, что поступившие к нам Sac-+ штаммы 
ошибочно отнесены к v. galieriae. Для проверки этого предположения 
были изучены серологические свойства как Sac+, так и Sac “штаммов. 
Было установлено, что все 37 исследованных штаммов, включая и Sac+,՝ 
одинаково хорошо агглютинируют с эталонными Н-антисыворотками 

285



Н5а:5в (v. galkriae) и H5a:5c г canadiensis!. при отрицательной реак­
ции агглютинации со всеми остальными Н-антнсывороткамн (Н1—Н12). 
В связи с этим в опыт был взят также штамм 1122 ИНМИ v canadiensis. 
серологическое изучение которого показало, что этот штамм также 
хорошо агглютинирует с Н5а:5в и Н5а:5с антисыворотками при отри­
цательной реакции агглютинации с прочими II-антисыворотками. Эти 
результаты дали основание предположить, что Sac штаммы, поступив­
шие в нашу коллекцию, могут принадлежать к v. canadiensis. посколь­
ку штаммы этого варианта по той же классификационной схеме отме­
чены как обладающие способностью сбраживать сахарозу Для провер­
ки этого предположения было проведено сравнительное изучение био­
химических свойств исследуемых штаммов и штамма 1122 ИНМИ. Ре­
зультаты этих исследований, а также результаты изучения серологиче­
ских свойств этих штаммов с адсорбированными Н-антнсывороткамн 
приведены в табл. 2, из которой видно, что исследуемые нами Sac +

Таблица 2 
Результаты сравнительного изучения Sae * штаммов v. galleriae и штамма 1122 НИМИ 

у. canadiensis
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3-014 
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И - 77 
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11 - 070 
37 68(12)

260—12П

Примечания: « + »—налично признака, с—•>—отсутствие признака, «+ + ++>՝ - 
ярко выраженная реакция.

штаммы четко отличаются по своим биохимическим и серологическим 
свойствам от штамма 1122 НИМИ \. сапаб!епй!ь и идентифицируются 
как штаммы, принадлежащие к серотипу И5а.5в, т. с. к V. даПспае.

Таким образом, полученные результаты подтверждают данные Лф- 
рикяиа [1] о том. что среди штаммов Вас. 11111г!пд!епь!5 V. даПепае 
встречаются штаммы, способные сбраживать сахарозу. Отсюда следует, 
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что штаммы серотипа Н5а:5в принадлежат к двум биохимическим ти­
пам, один из которых способен утилизировать сахарозу, другой же этой 
способностью не обладает.

Сравнительное изучение свойств штаммов этих двух типов показа­
ло, что Sac " и Sac'штаммы v. galieriae отличаются друг от друга по՜ 
крайней мере еще по одному биохимическому признаку, а именно по 
потребности в никотиновой кислоте для роста. Sac՜1՜ штаммы, как пра­
вило, не нуждаются в никотиновой кислоте, т. е. являются Nic + , в то՝ 
время как Sac՜штаммы не растут без нее, т. е. являются Nic՜. По дру­
гим признакам (.морфо-культуральным и остальным биохимическим 
свойствам), включая чувствительность к набору вирулентных и уме­
ренных фагов, указанные штаммы мало чем отличались друг от друга. 
Эти данные подтверждают вывод о том, что серотип Н5а:5в v. gallerias՜ 
должен быть представлен двумя биохимическими типами.

Вызывает интерес выявление неожиданной корреляции между Sac՜ 
и Nic—признаками у исследованных штаммов v. galieriae. Корреляция 
между ними может оыть отражением особенностей обмена всей группы՝ 
Вас. thuringiensis. Для выяснения этого была изучена коррелятивная 
связь между этими признаками у штаммов, представляющих другие 
варианты и серотипы Вас. thuringiensis (табл. 3). Как видно из табл. 3,

Таблица 3
Коррелятивная связь между способностью сбраживать сахарозу и потребностью в 

никотиновой кислоте у штаммов различных серотипов и вариантов Вас. Липпдтепз!»

Варианты Серотип
Количе­

ство 
штаммов

Сбражива­
ние саха­

розы

Рост при отсут­
ствии никоти- 
HOlOH кислоты

Фенотип

ber liner 1 3 + и՜ Sac+Nic+
finitlmus 2 3 4 4֊ Sac+Nic+
alestl За 2 — _1_ Sac'Nic՜1՜
kurslaki За: 3b 3 —— Sac“Nic+
kenyae 4a ; 4c 3 — + Sac“Nic+
soito 4a : 4b 3 + + Sac+Nic+
dendrolimus 4a : 4b 3 — + Sac֊Nic +
canadiensis 5a :5b 9 + + Sac+Nic+
subloxtciis 6 3 + Sac+Nic՜!
entomocidus 6 2 + 4֊ Sac + Nic +
aizawai ՝ 7 3 — _1_ Sac Nic +
morrisoni 8 2 + 4- Sac + Nic +
tolworthi 9 2 + Sac^Nic՜1՜
darmstadiensis 10 2 — Sac'Nic՜
toumanoffi 11 3 — + Sac~Nic՝!
tliompsoni ,2 3 —- + Sac—Nic +

у 8 из исследованных вариантов или серотипов изучаемые признаки не 
коррелируют, что не говорит в пользу предположения о՛ связи этого яв­
ления с особенностями обмена у всех представителей Вас. thuringiensis. 
Природа корреляции этих признаков у штаммов v. galieriae, тацим об­
разом, пока не ясна.

Филиал ВНИИ генетики и селекции 
промышленных м икр о о р га низ мо в

Главмикробиопрома СССР Поступило 10. IX 1980 г.

287



ԲԻՈՔԻՄԻԱԿԱՆ ՈՐՈՇ ՃԱՏԿՈԻՈ֊ՅՈԻՆՆԵՐԻ ՏԱՐԱԶՆՆՈԻՈ֊ՅՈԻՆ 
BACILLUS THUR1NGIEXS1S \ . GALLERIAE-Ի ՄՈՏ

В. 4. կՍ.1'1ՕՂ.Կ11Վ. 11. Դ. Տ ՍԼԱՍ՛ Ահ 9 ՅԱՆ. Մ. Գ. ՀՈՎՀԱՆՆԻՍՅԱՆ

Ուսումնասիրվել են ВЗС- thuringiensis֊/- Н5а:»Ь սերոտիպին պատկա­
նող (v. galleriae) 37 բնական շաամներ։ Պարզվել է. որ նրանցից 18-բ 
րնդունա կ են ւքախաըոզան քայքա/ել' առաջացնելով թթու, առանց գազի 
Հատկության, որը բնորոշ շէ այդ սերոտիպին պատկանող միկրոօրգանիզմ 
ների համար: Հարկ է նշել, որ սախարողան քայքայող բոլոր շտամներն էլ, 
առանց բացառության, ի տարբերություն սախարողան չքայքայող ^տամների. 
իրենց աճի համար նիկոտինաթթվի կարիք չեն զղում: 1/տացվաւ տվյ Ալները 
թույլ են տալիս ենթադրելու, որ BaC* thuringiensis I .'Մ սերոտիպին 
պատկանող V. galleNae-h կազմված է Իրարից բիոքիմիապես ,ավ տարբեր- 
վող երկու տիպի միկրոօրգանիզմներից, որոնցից առաջինն ընղու.յակ ^֊, 
յուրացնել սախարողան և աճի համար նիկոտինաթթվի կարիք ունի, ի ֊: կ 
երկրորդը' յուրացնում է սախարողան և նիկոտինաթթվի պահանջ լի զգում.

Ուշադրության արժանի է վերը նշված երկու բիոքիմիական ոատկանի^ 
ների Հայտնաբերված զուզա կց ո ւթ յուն ր ուսումնասիրված շտամների մոտ, որի 
բնույթը դեռևս պարզ չէ։

VARIATIONS OF BIOCHEMICAL PROPERTIES 
OF BACILLUS THURINGIENSIS VAR. GALLERIAE STRAINS

В. P. KARABECOV, A. G. TCHAKHMAKHCl IVAN. M. G. OGANESSIAN

It has been shown that ; natural strains^ Вас. thuringiensis which 
belong to serotype H5a : 5b (var. galleriae) are not homogeneous by 
|helr biochemical properties. Studied strains belong to two well differen­
tiated biochemical types which are strongly distinguished according to 
{heir reaction to sucrose and nicotinic acid. A correlation of these two 
signs characteristic only for var. galleriae strains has been revealed.
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ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ ՀԱՆԴԵՍ 
БИОЛОГИ Ч Е С К И И ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

XXXIV, 3, 289—294, 198?" в

УДК 582.28

О ФИТОПАТОГЕННОСТИ ГРИБОВ, ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ ПЛОДОВ 
И СЕМЯН ДРЕВЕСНО-КУСТАРНИКОВЫХ ПОРОД

С. А. СИМОНЯН, Т. О. МАМИКОНЯН

Изучены 7 видов и 1 вариация грибов, выделенных из плодов и семян древесно­
кустарниковых пород, перспективных для озеленения аридной зоны Армении, на па­
тогенность К их проросткам. Выявлены .3 группы грибов, различающиеся по этому 
признаку. В пределах одного и того же вида имеются слабо- и сильнопатогенные 
штаммы. Изученные грибы могут оказать отрицательное влияние на семенное воз- 
обновление указанных пород в природе и при выращивании их в питомниках.

Ключевые слова: микофлора, фитопатогенность, семена древесно-кчстарниковых.

Плоды и семена древеойо-кустарциковых растений часто поража­
ются грибными организма.ми. Это может явиться одной из причин ослаб­
ления или потери их всхожести или получения больных всходов.

В Институте ботаники АН Армянской ССР в последние годы изу­
чалась микофлора плодов и семян 11 перспективных для озеленения 
аридной зоны Армении коерофильных древесно-кустарниковых пород: 
Acer ibericum М. Bieb., Amygdalus fenzliana (Fritsch.) Lipsky, Cerasus 
jncana (Pall.) Spach, Celtis fglabrata Stev., Ephedra procera Fisch, et 
Mey., Jasminum fruticans L., Juniperus foetidissima Willd., J. polycarpos 
C. Koch., Lonicera iberica M. Bieb., Pistacia mutica Fisch, et Mey. 
Rhamnus pallasii Fisch, et Mey.

На указанных субстратах нами выявлено свыше 120 видов грибов 
из различных систематических групп. Среди сапротрофных микром,ице- 
тов оказались виды, известные по литературным данным как возмож­
ные патогены, передающиеся с помощью семян [2, 4, 6, 7, 9]. В связи 
с этим нами была поставлена цель подтвердить экспериментальным 
путем болезнетворность этих грибов для проростков древесно-кустарни­
ковых пород путем опытов по искусственному заражению.

Материал и методика. На патогенность испытаны 7 видов и одна вариация грибов 
(табл. 1).

Для проращивания семена указанных пород были подвергнуты стратификации 
(кроме семян эфедры, которые для прорастания в ней не нуждаются). Семена смеши­
вались с промытым песком в соотношении 1:3 и оставлялись в вазонах при темпера­
туре 0—5° на различные сроки, требуемые для стратификации [3]. Затем они высе­
вались в вазоны с почвой, помещались в тепличные условия и по достижении пророст­
ками высоты 4—5 см использовались для заражения.
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Таблиц» !
Виды грабов, наученных на патогенность к сеянцам 

древесно-кустарниковых пород __________

Виды грибов Штаммы Выделены из семян и плодов

Fusarium heierosp arum 503 8 Ephedra procera
£03 S Jasminum irutfcaus

F. avenaceum var. herbarum 511 11 Ephedra procera
F. sambucinum 510 11 Amygdalus fenzliana

F. sambucinum var. minus 485 S Ephedra procera

F. sporoirichiella 5-38 1 Amvgdalus fenzliana . ■֊

Alternaria alternata 368 2 Cerasus incana
4S5 4 Ephedra procera

Trichothecium roseuni 346 2 Pisiacia inulica
517 11 Lonicera iberica

Boirylis cinerea 513 11 L micer.i iberica

Инокуляция исследуемым видом гриба (за исключением Fusarium sambucinum) 
проводилась по модифицированной методике Ниргарда [8]. По 3 проростка, поверх­
ностно простернлпзованных в течение 5 мин 0,001°/о-ном раствором сулемы, помеща­
лись на поверхность колпачка из фильтровальной бумаги в стерильные пробирки, со­
держащие 20 мл питательного раствора, рекомендуемого Институтом агрохимических 
проблем и гидропоники АН Армянской ССР для беспочвенного выращивания расте­
ний [1].

Заражение проводилось 2-недельной культурой гриба, выращенной на агарнзован- 
ной среде Чапека. Равные кусочки культуры гриба вносились в каждую из пробирок 
вблизи от՛ корешков проростка. Пробирки устанавливались на штативе в лаборатор­
ных условиях при температуре 18—22°. Для каждого штамма бралось по 9 пробирок 
(всего 27 растений). Контрольных пробирок (без внесения инокулюма) было 5 (15 
растений).

Учет пораженности проводился на 4-, 7-, 10-й и 17-и дни после заражения по шка­
ле со следующим обозначением баллов:

0—растение без признаков поражения,
1—слабые признаки увядания,
2—увядает все растение, стебель топкий, потемневший.
3—растение погибло.

Процент развития болезни высчитывался по формуле [5]
(ab) 100

где R—интенсивность развития болезни (процент);
'' (ав)—сумма произведений числа растений па соответствующий им балл пора­

жения;
N—общее количество учтенных растений,
К—наивысший балл шкалы учета.
С Fusarium sambucinum проведаны вегетативные опыты но следующей методике.
Поверхностно дезинфицированные сулемой проростки высаживались по 3 в сте­

рильные вазоны емкостью 0,5 л со стерильной почвой и выращивались до высоты 
3—4 см.

Гриб культивировался в 50 мл жидкой среды Чапека в колбах Эрлеимсйера объе­
мом 150 мл в течение 15 дней Затем содержимое каждой колбы фильтровалось, пленка 
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триба растиралась в ступке со стеклянным песком с небольшим количеством стериль­
ной воды, добавлялась вода до 50 см$, и вазон равномерно поливался инокулюмом из 
расчета: пленка гриба из одной колбы на вазон. Последующий полив производился еже­
дневно равными объемами воды в каждый вазон. Для опыта было взято 6 вазонов 
(18 растений), для контроля—3 вазона (9 растений). Учет пораженности проводился 
вышеописанным способом.

Для повторной идентификации исследуемых на патогенность видов грибов заболев­
шие проростки дезинфицировались сулемой, промывались стерильной водой и заклады­
вались на среду Чапека в чашки Петри.

Изоляты, выделенные из больных проростков, не отличались по своим морфологи- 
веским и культуральным признакам от исходных.

Результаты и обсуждение. Fusarium heterosporum Nees. При 
заражении проростков Ephedra procera и Jasminurn fruticans на 7-й день 
появлялись первые признаки увядания: проростки постепенно теряли 
тургор, листья скручивались. На 17-й день учета процент развития бо­
лезни составил соответственно 33,3 и 28,4.

Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc. var. herbarum (Corda) Sacc. 
Искусственно зараженные проростки Ephedra procera уже на 4-й день 
учета проявляли признаки увядания и на 10-й полностью погибали. Про­
цент .развития болезни составил 100.

Fusarium sambucinum Fuck. В вегетационных опытах первые 
Признаки увядания проростков Amygdalus fenzliana начали ’появляться 
на 7-й день. На 17-й день процент развития болезни достиг 61,1.

Fusarium sambucinum Fuck. var. minus Wr, На 7-й день учета 
проростки Ephedra procera начали терять тургор, увядать и на 17-й 
день процент развития болезни достиг 58,8.

Fusarium sporotrichiella Bilai. Зараженные проростки Amygdalus 
jenzliana уже на 4-й день увядали, теряли тургор, а через 17 дней 
п-роцент развития болезни достиг 87,4.

Alternaria alternata (Fr.) Keissler (штамм 368/2). Проростки՜ Cera- 
sus incana на 4-й день учета проявляли признаки увядания, на 7-й 
наблюдалось присутствие черного мицелия гриба на стебельках и ли­
стьях проростков. Они скручивались и на 12—17-й дни все без исклю­
чения увядали. Процент развития болезни составил 100.

Alternaria alternata (Fr.) Keissler (штамм 485/4). Первые симпто. 
мы заболевания лишь на 10-й день появились у некоторых проростков 
Ephedra procera. На 17-й день учета процент развития болезни составил 
25,5.

Trlchothecjum roseum Link, (штамм 346/2). На 4-й день учета наб­
людались признаки слабого увядания проростков Pistacia mutica, расте­
ния потеряли тургор. На 7-й день на стеблях и листьях появился розовый 
налет гриба, проростки начали увядать и почти полностью погибли. Про­
цент развития болезни к концу опыта составил 87,1.

Trichothecium roseum Link, (штамм 517/11). Первые признаки 
увядания проростков Lonicera iberica появились на 7-й день. Проростки 
постепенно покрывались розовым налетом гриба. На 17-й день учета 
процент развития болезни составил 66,6.
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Botrytis cinerea Pers, ex Fr. Уже на 4-й день проростки Lmicera 
ibericum начали увядать, покрываясь пышным серым мицелием грноа. 
На 10-й все без исключения погибли. Процент развития болезни соста­
вил 100.

Суммарные данные по патогенности изученных грибов приведены 
в табл. 2.

ПатогеяБсеть некоторых видов грибов в отношении проростков 
древесно-кустарниковых пород

Таблица 2

Вид гриба Вид растения

Процент развития 
болезни no срокам 

учета

Ко
нт

ро
ль

1 1 11 1 in IV

Fusarium avenaceum var. herbarum Ephedra procera 27.7 68,8
(»

100 0
F. sambucinum v. minus •՝՝ 2 8,8 20 58,8 0
F. heterosporum 4.4 8,8 18,S 33.3 0
Alternaria alternata з.з 3.3 13,3 25.5 0
Trichothecium roseum Pistacia mulica 15.5 25.5 «J < t t 1 , 100 0
Alternaria alternata Cerasus incana 4,9 17,6 51.8’100 0
Fusarium heterosporum Jasminum frutlcanas 8.7 12,3 23.4 28. 1 0
F. sporotrichii Ila Amvgdalus tenzliana 41.6 66,6 79,lj 87 ,4 0
F. sambucinum 12,9 27,7 44,2 61,1 0
Trichothecium roseum Lonicera iberica 4.1 16,6 33,з[ 66,6 0
Botrytis cinerea 66,6 100 .00 100 0

Вышеизложенные эксперименты позволяют распределить изучен­
ные штаммы грибов с точки зрения их патогенности к проросткам дре 
весно-кустарниковых пород на 3 группы:

Сильнопатогенные'—Fusarium sporotrichiella, F. avenaceum var. 
herbarum, Trichothecium roseum (штамм 346/2), Alternaria alternata 
(штамм 368/2), Botrytis cinerea (процент развития болезни составлял 
соответственно для Fusarium sporotrichiella 87,4 и 100 для всех ос­
тальных).

Среднепатогенные—Fusarium sambucinum, I-', sambucinum var. 
minus, Trichotheciuin roseum (штамм 517/11) (процент развития болез­
ни соответственно 61,1, 58,8 и 66,6).

Слабопатогенные — Fusarium heterosporum (процент развития бо­
лезни от 28,4 до 33,3 на разных растениях) и Alternaria alternata 
(штамм 485/4)—25,5%.

Опыты показали, что в пределах одного и того же вида имеются 
штаммы, обладающие различной степенью патогенности в отношонпп 
древесно-кустарниковых пород. Таков, например, гриб Alternaria alter­
nata, штамм 368/2 которого является сильнопатогенным, а штамм 485/4 
относится к группе слабопатогенных.
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Таким образом, среди обилия сапротрофных грибов, выделяемых с 
поверхности и из внутренних частей семян и плодов древесно-кустарни­
ковых пород, имеются и такие, которые являются болезнетворными. 
Все испытанные нами виды грибов оказались в той или иной степени 
патогенными для проростков исследуемых древесно-кустарниковых по­
род и вызывали их увядание вплоть до гибели.

Эти патогенные грибы способны, по-видимому, оказывать отрица­
тельное воздействие на семенное возобновление древесно-кустарнико­
вых пород в природе, а также при выращивании в питомниках.
Институт ботаники АН Армянской ССР Поступило 10.XI 1980 г.

չորադիմացկուն ծառաթփային տեսակների պտուղներից 
ՈՒ ՍԵՐՄԵՐԻՑ ԱՌԱՆՁ.ՆԱՑՎԱԾ ՈՐՈՇ ՖԻՏՈՊԱԹՈԳԵՆ ՍՆԿԵՐԻ

ՈՒՍՈՒՄՆԱՍԻՐՈՒԹՅԱՆ ՇՈՒՐՋԸ

U. Ա. ՍԻՄՈՆՅԱՆ, Թ. >. ՄԱՍ՜ԻԿՈՆՅԱՆ

П ւս п լմն ա и /' րվե լ է Հ,ա յկա կան ՍՍՀ, ա ր ի դա յին գոտ ու կանաչապատման 
համար ծառաթփային հեռանկարային տեսակների պտուղներից ու սերմերից 
առանձնացված սնկերի 7 տեսակներ և 1 վարիացիա. Այդ տեսակների ծիլե­
րին անցնող հ ի վան դա ծն ութ յան ուսումնա՛սիրությամբ նրանց մեջ բացա- 
հայտվել է իրենց հ իվան դաձնտլթ յա մ բ միմյանցից տարբերվող 3 խումբ.

Տվյալ տեսակի սահմաններում գոյություն ունի թույլ և ուժեղ հիվանդա- 
■ծին ջտամներ։ Ուսումնասիրված ս՛նկերը կարող են բացասական ազդեցու­
թյուն ցուցաբերել ծառաթփային տեսակների սերմնային վերականգնման վրա 
ինչպես .բնության մեջ, այնպես էլ տնկարանում աճեցնելու դեպքում։

ON PHYTOPATHOGENEC1TY OF SOME FUNGI ISOLATED 
FROM FRUITS AND SEEDS OF XEROPHILOUS TREES 

AND SHRUBS

S. A. SIMONIAN, T. H. MAMICONIAN

The pathogeneclty of 7 species and I variety of fungi to their 
plantlets isolated from fruits and seeds of xerophilous trees and shrubs 
which are long-range planting greenery for arid zone of the Armenian 
SSR has been studied. Three groups of fungi differing in their pathoge- 
necity have been revealed. Within one species there are intense and 
weak pathogenic strains. Studied fungi may negatively influence the 
growth of plantlets in nature and nurseries.
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հայաստանի կենսաբանական հանդես 
биологи սյլօ кий ж у р н ал Армении 

~ХХХ1У, 3, 295—300? 1981 3

УДК 611.576.8.97

О ФУНКЦИОНАЛЬНОМ И ЦИТОЛОГИЧЕСКОМ ИЗУЧЕНИИ 
ПОГЛОТИТЕЛЬНОЙ СПОСОБНОСТИ МАКРОФАГОВ

Р. А. ПЕТРОСЯН, Э. Д. СТЕПАНЯН

Ранее существующая концепция о ретнкуло-эндотелиальной системе в настоящее 
время пересматривается в свете представлений о мононуклеарной фагоцитарной систе­
ме. Поэтому в настоящем исследовании делается попытка параллельного изучения 
поглотительной способности РЭС и мононуклеар-ных фагоцитов при воздействиях бак­
териального антигена и рентгеновских лучей на организм.

Ключевые слова: фагоцитоз, РЭС.

По мере накопления новых Щитоиммунологических фактов учение 
о ретикуло-эндотелиальной системе (РЭС) Ашоффа [12] неоднократно 
подвергалось критике [2, 15]. Наиболее серьезные возражения выдви­
гались против ведущей роли эндотелиальных и ретикулярных клеток в 
осуществлении фагоцитоза. Основанием для этого служили классиче­
ские исследования Мечникова [7] и Высоковича [4], согласно которым 
макрофаги имеют первостепенное значение в акте фагоцитоза. Более 
того, Мечников дифференцировал макрофаги на малые полиморфно­
ядерные и большие моно-нуклеарные фагоциты и по сходству функций 
объединил их в единую «макрофагальную систему».

К настоящему времени классификация фагоцитов, предложенная 
Мечниковым, обогатилась и уточнилась современными цитологическими 
исследованиями [13, 14]. Поэтому в новом варианте она именуется те­
перь «мононуклеарной фагоцитарной системой» (МФС). В нее вошли 
главным образом про-моноциты костного мозга, моноциты перифериче­
ской -крови и тканевые макрофаги. Эти клеточные образования объеди­
нены в целостную систему по сходству функций, морфологии, проис­
хождения и кинетики. Причем нарочито подчеркивается высокая фа­
гоцитарная деятельность -мононуклеарных клеток по сравнению с менее 
активными ретикулярными и особенно эндотелиальными клетками. Од­
нако деление клеточных элементов на высоко- и низкоактивные фагоци­
ты удалось произвести в результате комплексного применения разнооб­
разных методов изучения (цитологического, иммунологического, радио­
биологического и пр.).

Несмотря на научную ценность подобного рода аналитических ис­
следований, в практике изучения поглотительной способности макро- 
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фагоз нередко используют простые методы. К их числу прежде всего 
относится функциональная проба с конгорот. предложенная Адлером н 
Раймоном [II] для определения поглотительной способности элементов 
РЭС. а по некоторых։ литературным источникам, и макрофагов [1, 10].

Широкое применение данной пробы в клинических а эксперимен­
тальных исследованиях вызвало необходимость проверки ее показали։։ 
в свете современного представления о «мононуклеарнон фагоцитарной 
системе». Поэтому нами сделана попытка параллельно изучить фаго- 
способность РЭС и макрофагов при воздействии рентгеновских лучен н 
бактериального антигена на организм.

Материал и методика. Опыты ставились на белых крысах (120—150 г) обоего по­
ла линии Вистар. Поглотительная способность РЭС определялась конгорот-пробой по 
Адлеру и Раймону [11] в модификациях Саканяна [8] и Степаняна [9]. С этой целью 
крысе внутривенно инъецировали раствор конгорот (0,2% 0.4, 100 г) и спустя 4 и 30 мня 
пункцией сердца получали по 0,3 мл крови. Принятым нами способом в сыворотке обе­
их порций крови определяли индекс фагоцитоза. Ве.игчина индекса отражала отно­
шение концентрации красителя в сыворотке второй (30-минутной) к первой (4-мпнуг- 
ной) порций крови,применяемой за 100%. Повышение индекса указывало на стимуля­
цию. а понижение—на (угнетение фагоспособнсстн РЭС.

Фагоцитоз свободных макрофагов научался обычным путем ։п х’йго с применением 
убитой 24-часовой культуры золотистого стафилококка (51. аи:еиь) н последующим 
выведением процента фагоцитирующих клеток (индекс фагоцитоза) [6]. Макрофаги 
добывали из перитонеального эксудата ио Нлык.у : Кизимовой [5] с использованием 
только питательной среды № 199 и бычьей сыворотки.

Кроме того, по специально разработанному нами экспресс-методу подсчитывалось 
количество макрофагов (звездчатые эндотелиоциты) в печени белых крыс. Суть его 
состоит в том, что у декапнтированнон крысы печеночная ткань фиксировалась и 
окрашивалась ацетокармином. Затем готовились давленые препараты, подсчитыва­
лось в 100 полях зрения общее количество макрофагов и печеночных клеток и выводи­
лось процентное содержание макрофагов. Количество моноцитов в мазках перифери­
ческой крови подсчитывалось обычным гематологическим методом.

Животных иммунизировали однократно посредством внутривенной инъекции 0,2 мл 
(2 млрд, бактериальных тел) убитой бруцеллезной культуры (Вт. Ьохчк) штамма № 19. 
Тотальное облучение крыс производилось в сублеталыюн дозе 300 р на рентгеновской 
установке РУМ-11. Наблюдения за подопытными и контрольными животными произ­
водились в динамике через 3 ч, а также 1, 4, 8 и 12 дней после соответствующих 
вмешательств.

Результаты и обсуждение. Из табл. 1 следует, что спустя 3 ч после 
внутривенной инъекции бруцеллезного антигена фагоцитоз РЭС прогрес­
сивно нарастает и, достигнув на 4-й день максимума, постепенно на 12-й 
день возвращается к исходному уровню. Сходная картина наблюдалась 
и у макрофагов перитонеального эксудата, фагоцитирующих золоти 
стые стафилококки. В этих же условиях синхронно с постаптигснной 
стимуляцией фагоцитоза РЭС и макрофагов повышалось процентное 
содержание моноцитов периферической крови, а также макрофагов пе­
ритонеального эксудата и печеночной ткани.

Несколько иные результаты получены при облучении крыс в дозе 
300 р (табл. 2). Действительно, через 3 ч после облучения поглотитель­
ная способность РЭС кратковременно подавлялась. В дальнейшем фа-
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Таблица 1
Функциональные и количественные изменения фагоцитов при воздействии 

бактериального антигена на организм

Се
ри

н

Индекс фагоцито­
за. % Количество, %

С

Условия опыта

Ср
ок

и и
сс

л 
Н

И
Я,

 ДН
П

РЭ С макрофа­
гов

моноци­
тов кро­

ви

макрофагов
перито­
неально­

го эксу­
дата

печени

1

2

Контроль

Инъекция антигена

Р < 0,01—0,2

3 ч

1

4

8

12

53+1,10 
(Ю)

62+1,40

65+0,90

71+1,00

60+0,90

50+1,40

18-г0,44 
(6)

25+0,61
(5

28+0,8Г
35+0,80

(5)
23+0,84 

(а)

20+0,95 
(5)

0,9+0,06 
(Ю)

3,2+0,13

5+0,35

3,5+0,17

2,1+0,15

2,4+0,11

12+0,90 
(о)

31+0,80 
(0)

36+1,30 
(5)

22+1,00 
(5)

20+1,10
(5)

18+0,50 
(5)

28+0,50 
(5)

35+0,70
(5)

47+0,80
(Ь)

24+0,47
(5)

20+.),50
(5)

Примечание: в скобках указывается количество животных.

Функциональные и количественные изменения фагоцитов при облучении 
белых крыс в дозе 300 р

Таблица 2

г 
'

Се
ри

и

Условия опыта

Ср
ок

и и
сс

ле
до

­
ва

ни
я,

 дн
и

Индекс фагоцито­
за, % Количество, %

РЭС макрофа­
гов

моноци­
тов кро­

ви

макрофагов
перито­
неально­

го эксу­
дата

печени

1 Король 52+1,28 
(Ю)

16+0,56
(б)

1,4+0,07 
(Ю)

14+0,7 
(5)

2 +0,12
(б)

2 Облучение, 300 р 3 ч

1

33 + 1,57

60+0,80

9+0,15 
(5'

25+0,83

0,9+0,05

0,8+0,07

10+1,40 
(5)

30+1,1

15+0,17 
(5)

29+0,85-

4 66+1 ,80
(6) 

32+0,97 2,1+0,60
(6) 

29+0,7
(5) 

32+1,20

8 69+0,69
(б) 

20+0,79 2,5+0,08
(5) 

20+1,2
(5) 

23+0,50

12 57+0,63
(5) 

20+0,95 1,8+0,93
(5) (5)

Р <П0 ,2

Примечание: в скобках указывается количество животных.

гоцитоз с нарастающей силой активизировался, достигая наивысшей 
точки на 8֊й день, а на 12-й—приближался к исходной величине. Такая 
же динамика изменения отмечалась и у макрофагов, фагоцитирующих 

297



стафилококка. Параллельно с волнообразным изменением фагоцитоза 
РЭС а макрофагов количество моноцитов периферической крови, а так­
же макрофагов брюшной полости а печеночной ткани через 3 ч после 
облучения животных кратковременно понижалось. Однако в последую­
щие сроки наблюдения их число заметно увеличивалось.

Прежде всего заслуживают внимания синхронные изменения РЭС 
г: макрофагов при воздействиях бактериального антигена пли рентге­
новских ллчей на организм. Основываясь на этой общей закономерно­
сти, мы имеем возможность высказать следующие соображения. Биоло­
гическим объектом действия бактериального антигена н рентгеновских 
лучей являются одни и те же реагирующие системы, и в том числе эле­
менты РЭС и макрофаги организма. Применяемые нами функциональ­
ные и количественные методы изучения фагоцитоза одинаково точно и 
объективно отражают состояние РЭС и макрофагов. Поглотительная 
способность элементов РЭС и фагоцитарные свойства мононуклеарных 
клеток взаимосвязаны. Функциональная проба с конгорот позволяет оп­
ределять как поглотительную способность элементов РЭС. так и фаго­
цитарные свойства макрофагов. Кстати, на возможность поглощения 
конгорот макрофа!амн указывают не только некоторые авторы [I. 10], 
но и наши специально поставленные опыты. Так. инкубирование свежен 
печеночной ткани в 1 мл среды № 199 с добавлением 0.3 мл 2%-кого 
раствора конгорот вызывало зернистое иакоиленке красителя в макро­
фагах (звездчатые эндотел иоциты). Аналогичное поглощение красителя 
наблюдалось и макрофагами перитонеального эксудата при внутри­
брюшинном введении 0,4 мл/100 г 0,4%-ного конгорот в 10—Г5 мл среды 
№ 199 белым крысам.

Перечисленные соображения по-разному указывают на функцио­
нальное сходство поглотительной способности РЭС и макрофагов. Од­
нако говоря о сходстве их функций, мы далеки от мысли ставить знак 
равенства между ними. Ибо по интенсивности протекания фагоцитоза в 
элементах РЭС и макрофагах они значительно отличаются друг от дру­
га. Достаточно сослаться на то, что во все сроки наблюдения фагоци­
тоз РЭС после инъекции бактериального антигена в среднем повышался 
в 1,5 раза меньше, нежели у макрофагов перитонеального эксудата 
(табл. 1). Подобные расхождения в фагоцитозе еще более резко были 
выражены у облученных животных (табл. 2)

Правда, условия изучения фагоцитоза РЭС и макрофагов были ие- 
пдентичнымн. Однако полученные при этом результаты оказались на­
столько демонстративными, что позволяют признать правомерным су­
ществующее в настоящее время представление, согласно которому мо- 
нонуклеарные клетки обладают более высокой фагоцитарной активно­
стью, нежели элементы РЭС [13, 14].

Правомерность современной концепции о МФС, особенно по части 
происхождения макрофагов от подвижных моноцитов крови, в опреде­
ленной мере подтверждается и нашими косвенными данными. Здесь в 
первую очередь имеется в виду параллельное нарастание количества 
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моноцитов крови, а также макрофагов в брюшной полости и печеночной 
ткани при воздействиях бактериального антигена и рентгеновских лучей 
на организм.

В заключение отметим, что результаты, полученные различными 
Функциональными и количественными методами изучения фагоцитоза 
РЭС и макрофагов, выглядят достаточно убедительно. Однако важность 
затронутых в настоящем исследовании вопросов выдвигает необходи­
мость дальнейшего их разрешения с помощью применения какого-либо 
одного унифицированного метода.

Армянский НИИ животноводства и ветеринарии Поступило 12.XII 1980 Г.

ՄԱԿՐՈՖԱԳԵՐԻ ՛ՎԱՆՈՂԱԿԱՆՈՒԹՅԱՆ ՖՈՒՆԿՑԻՈՆԱԼ 
ԵՎ ԲՋՋԱՈԱՆԱԿԱՆ ՈՒՍՈՒՄՆԱՍԻՐՈՒԹՅԱՆ ՄԱՍԻՆ

Ռ. Ա. ՊՆՏ.ՐՈՍՅԱՆ, է. Դ. ՍՏԵՓՍ.ՆՅԱՆ

Ելնելով մ ոն ոն ուկլե ա ր ային ֆագոցիտար սիստեմի ժամանակակից պատ­
կերացումներից ուսումնասիրվել է ՌէJ-ի էլեմենտների կլանիչ հա տ կությու֊ 
նը և մ ոն ոն ուկլե ա ր բջիջների վիճակը սպիտակ առնետների մոտ' միկրոբա- 
յին հակածին և ռենտգենյան ճառագա՚յթների ազդեցությամբ։

Փորձերի արդյունքները ցույց տվեցին, որ վերոհիջյալ գրգռիչների ազ­
դեցությամբ ՌԷՍ-ի ֆունկցիոնալ 1ւ մակրոֆագերի փոփոխությունները հիմ­
նականում ընթ անում են սինխրոն։

Հիմնվելով այս օրինաչափության վրա, արվում է որոջ ենթագրություն- 
ներ' մակրոֆագերի հետ ռե տ ի կուլյւս ր և էնդոթելային բջիջների ֆունկցիոնալ 
փոխազդեցության և այԱ կոն դո ր ո՛տ-ն մ ո ւշո վ ուսումնասիրելու հնարավորո՛ւ­
թյան մասին։

ON THE FUNCTIONAL AND CELLULAR STUDY
OF MACROPHAGE ABSORT1ON

R. A. PETROSSIAN, E. D, STEPANIAI4

An attempt of parallel study of absorbing ability of RES (reticular- 
endotheliar system) and mononuclear phagocytes on the organism under 
the effect of bacterial antigen and x-ray Irradiation has been made.-
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ՀԱ ՅԱԱՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ 2ԱՆԴԵՍ 
БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

XXXIV, 3, 301—305, 1981

УДК 576.809.7.599.32.576.858.73 

антителообразование у обыкновенных полевок при 
ПОВТОРНОМ ЗАРАЖЕНИИ ВОЗБУДИТЕЛЕМ ЧУМЫ

А. Е, СУВОРОВА, А. Г. МНАЦАКАНЯН, А. А. ВАРТАНЯН, 
М. Т. ШЕХИКЯН, В. В. ОГАНЕСЯН

Установлено, что синтез антител при вторичном заражении у полевок происходит 
более активно, чем при однократном инфицировании их.

Вторичное заражение полевок на фоне снижения антител вызывает образование 
как полных, так и неполных антител. Среди обыкновенных полевок, повторно зара­
женных возбудителем чумы, в отличие от малых сусликов, встречаются особи с отри­
цательными показателями серологических реакций.

Ключевые слова: обыкновенная полевка, антителообразование, чума.

Серологическому .методу исследований при чуме в настоящее время 
'придают важное значение [4]. Оценка результатов серологических 
реакций требует творческого подхода, так как в числе носителей чумы 
могут быть грызуны с широким диапазоном варьирования естественной 
иммунологической реактивности, восприимчивости и инфекционной чув­
ствительности. .

В ходе развития эпизоотий в очагах чумы не исключено повторное 
инфицирование животных, поэтому представляет интерес изучение им­
мунологической реактивности не только после разового попадания воз­
будителя в организм, но и особенности ответной иммунологической 
реакции на повторное инфицирование животных, выживших после пер­
вичного заражения.

Характер ответной иммунологической реакции при чуме на реин­
фекцию достаточно хорошо изучен в опытах на большой песчанке [5, 6] 
и малом суслике [8]. Установлено, что повторное инфицирование чу­
мой этих зверьков стимулирует более выраженную продукцию специфи­
ческих антител, при этом в основном происходит синтез полных анти­
тел [8, 10]. Это объясняется общеизвестной биологической закономер­
ностью механизмов иммуногенеза [3].

Касаясь природного очага чумы «полевочьего» типа, следует отме­
тить, что популяция основного носителя характеризуется выраженной 
индивидуальной чувствительностью к возбудителю чумы [9], поэтому 
в ходе эпизоотий значительная часть инфицированных чумой полевок 
выживает и может подвергнуться повторному заражению. Это обусло­
вило необходимость выяснения особенностей иммунологической реак- 

301



тквностн полевок после реинфекцин. Нам известна лишь одна работа 
подобного рода [2], согласно данным которой при повторном зараже­
ния встречаются особи с высокими титрами гемагглютининов в РПГЛ 
и особи с отрицательными иммунологическими реакциями, даже после 
введения высокой инфицирующей дозы. 10® микробных тел м. т. Од­
нако на основании этих данных не представлялось возможным судить 
о динамике синтеза специфических антител при реннфекини полевок 
возбудителем чумы, так как наблюдения проводились только в одни 
срок.

В настоящем сообщении представлены результаты изучения син­
теза антител к Ф I возбудителя чумы на фоне высокого содержания ан­
тител и з период снижения его после первичного заражения.

Материал и методика. Полевок отлавливали ма территории Армянской ССР в 
районах, где никогда не регистрировались эпизоотии чумы и выдерживали до постанов­
ки опыта в карантине в течение 15-ти суток Из числа отловленных 10 полевок иссле­
довали на наличие специфических антител к возбудителю чумы. Всех полевок, павших 
за период наблюдения, и 5 выживших з целях дополнительного контроля на отсутствие 
естественной зараженности исследовали на чуму. Результаты бактериологических и 
серологических исследований были отрицательными.

Для заражения полевок использован штамм Легьнна ре.Мй» 2048, выделенный от 
блох в Гукасянском районе Армянской ССР. Штамм обладал типичными для поле- 
вочьей разновидности чумного микроба признаками. В опытах на здоровых полевках 
ЬДзо этого штамма равнялась КД м т.

В опыт взято 250 полевок которые были заражены подкожно в правую паховую 
область культурой штамма 2048 в дозе 10* м т Зараженных зверьков наблюдали в 
течение месяца, подвергая бактериологическому и серологическому исследований всех 
павших. За месяц пало 116 полевок, из них от 70. погибших в первые семь дней после 
заражения, из крови, лимфатических узлов и внутренних органов выделяли возбуди­
тель чумы. Выживших полевок исследовали серологически через 5, 10, 20 и 30 дней 
после заражения, по 10 животных на каждый срок

Полевки, не павшие к 30-му дню после՜ первичного заражении, были разделены па 
4 группы, по 25 экз. в каждой. Первую группх шерьков заражали на ЗОЙ ишь после 
первичного инфицирования, вторую—на 90-й день, т. е в сроки, соответствующие до­
статочно высокому содержанию антител к Ф 1 возбудителя чумы н шачптелыюму сни­
жению его [7]. Первые две группы животных инфицировали культурой штамма 
2048 в дозе, равной одной 1.Д50 (104 м. т ). Третьи и четвертая группы служили в ка­
честве контроля.

Подопытных зверьков первых двух групп последовали серологически н бактерио­
логически через 5, 10, 20, 30, 45 дней псслс реинфицнрования. Животных ipcii.cn груп­
пы исследовали через 35, 40, 50, 60, 75 дней после первичного шражепия, т с одно­
временно с животными первой опытной группы. Полевок четвертой группы исследова­
ли через 95, 100, 110, 120, 136 дней после первичною шражепия. В каждый срок ис­
следовали по 5 зверьков

Серологические исследования проводили в соответствии с «Инструкцией по приме­
нению серологических методов...» (Саратов, 1974). Бактериологические исследова­
ния осуществляли путем отпечатков внутренних органов, крови н лимфатических уз­
лов на агаровые пластинки. Статистическая обработка результатов ирово щлась по 
Ашмарину и Воробьеву [1].

После 30-ти суток в контроле и в группах, повторно зараженных возбудителем 
чумы, положительных результатов бактериологических исследований шрегнетрировано 
не было. Гибель полевок в группах, повторно зараженных возбудителем чумы, не 
отмечалась.
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Результаты и обсуждение. Анализируя изменения титров антител 
в группе полевок, зараженных повторно через 30 дней после первичного 
инфицирования, необходимо отметить, что уже на пятый тень после по­
вторного заражения титр серологических реакций по сравнению с тит­
рами антител животных, зараженных однократно, повышен. В момент 
повторного заражения средний геометрический титр РПГА составил 
1:1124—1:13, через пять дней произошло увеличение его до 1:1604-1:10. 
Различие в титрах РНАГ было менее выраженным и соответственно со­
ставляло 1:185+1:40 и 1:90+1:30. Незначительные различия в указан­
ных показателях свидетельствуют о продукции в основном полных анти­
тел.

Нарастание титров серологических реакций у полевок, повторно 
зараженных на 30-е сутки, происходило в течение 20-ти дней после пов­
торного заражения. Наивысший титр РПГА составил 1:225+1:60 при 
индивидуальных показателях от 1:80 до 1:640; в РНАГ— 1=2804=1:30 
при колебаниях от 1:160 до 1: 640. Полученные нами величины РПГА 
оказались значительно ниже показателей, полученных Дятловым [2]. 
Различие в титрах серологических реакций, на наш взгляд, можно объ­
яснить методом и дозой заражения. А. И. Дятлов первичное заражение 
полевок проводил внутрибрюшинно, повторное—подкожно, в дозе 108 
м. т. В наших опытах применялось только подкожное заражение и в 
значительно меньшей дозе, 104 м. т.

Увеличение полных антител к Ф 1 чумного микроба в группе поле­
вок, повторно зараженных через 90 дней после первичного инфицирова­
ния, т. е. на фоне невысоких титров серологических реакций (РПГА— 
1:40; РНАГ—1:80), происходило также быстро, на пятый день после 
повторного заражения. Титр РПГА увеличился до 1:112+1:40, титр не­
полных антител остался на уровне, отмеченном в момент повторного 
заражения. На 10-й день после повторной встречи с возбудителем чумы 
титр РПГА увеличился до 1:160+1:50, а титр РНАГ— почти в три раза, 
1:206+1:25. Индивидуальные показатели колебались в РПГА от 1:80 
до 1:640, в РНАГ— от 1:160-до Г.640.

Нарастание титров антител у полевок данной группы происходило 
также в течение 20 дней, как и у полевок, зараженных повторно через 
30 дней после первичного заражения. Однако титры реакций в этой груп­
пе животных оказались выше, чем в группе, повторно зараженной на фо­
не относительно высокого содержания антител. У полевок второй группы 
на 20-й день титр антител составил 1:484+1:110. Титры РНАГ в этот 
срок были максимальными и превышали их в РПГА примерно в два ра­
за. Снижение титров серологических реакций после повторного зара­
жения в срок, отдаленный от первого заражения, начинается с 30-го 
дня, причем снижение титров неполных антител происходит быстрее, 
чем полных, и к 45-му дню показатели реакций сравниваются, составляя 
1:250+1:30.

Следует отметить, что во все сроки исследования полевок, повторно 
зараженных возбудителем чумы, были животные, у которых выявить на- 
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лячие антител к Ф 1 возбудителя чумы не удалось. Серологические 
реакции были получены в 36,378.3% случаев. В группе полевок, пов­
торно зараженных через 90 дней, число серонегативных животных было 
несколько ниже, 21,8^=7,2%.

Полученные нами результаты в определенной степени согласуются 
с данными Дятлова [2]. согласно которым среди полевок встречается 
значительное число особен, у которых при повторном заражен»։։ возбу­
дителем чумы отсутствует способность к образованию специфических 
антител, что отличает этих животных от малых сусликов, которые при 
вторичной встрече с возбудителем чумы во всех случаях вырабатывают 
специфические антитела [8].

На основании полученных данных можно считать, что синтез ан­
тител у полевок, зараженных вторично, происходит более активно, чем 
при однократном инфицировании. Повторная встреча с возбудителем 
чумы в срок, совпадающий с относительно высоким содержанием анти­
тел, выработавшихся в результате первого заражения, сопровождается 
синтезом преимущественно полных антител. Вторичное заражение по­
левок на фоне снижения антител вызывает образование как полных, 
так и неполных антител. Средн обыкновенных полевок, повторно зара­
женных возбудителем чумы, в отличие от малых сусликов, имеются осо­
би с отрицательными показателями серологических реакций.

Научно-исследовательский противочумный институт Кавказа и Закавказья, 
Армянская противочумная станция

Поступило 10.111 1980 г.

ՍՈՎՈՐԱԿԱՆ ԴԱՇՏԱՄԿՆԵՐԻ 11 ՈՏ ՀԱԿԱՄԱՐՄԻՆՆԵՐԻ ԱՌԱՋԱՑՈՒՄ!} 
ԺԱՆՏԱԽՏԻ ՀԱՐՈՒՑԻՉՈՎ ԿՐԿՆԱԿԻ ՎԱՐԱԿՄԱՆ ԴԵՊՔՈՒՄ

II. 1>. 110ԻՎ||1'ՈՎԱ, Ա. Դ. Ս՚ՆՍԼՏ ԱԿԱՆՅ ԱՆ, Ա. Ա. ՎԱՐԴԱՆՅԱՆ, 
ւր. տ. сьы'чанд., վ. վ. Հովհաննիսյան

Փորձնական Հետազոտությունների Հիման վրա Հաստ ատված է, որ սովո­
րական ղաշտամկան մոտ Հակամարմինների կրկնակի սինթեզը տեղի է ունե­
նում ավելի ակտիվ, րան Հակամարմինների արտաղրվելր միսւնվազ վարակ­
ման մ ա մ ան ա կ։

հակամարմինների պակասող !ի ոն ի վրա զայաամ կների կրկնակի վարա­
կումը առաչ է րերում ինչպես լիարմեք, այնպես Լլ ոչ լիարժեք Հակամար­
միններ,

ժանտախտի Հարուցիչով կրկնակի ւէարակւէամ) սովորական ղաջաամկնե՝- 
!' Ւ մոտ, ի տարբերություն փորր ասիական ււլ ոնտա կան մկների, լինում են 
անդատներ սերոլոդիական ռեակցիաների բացասական ց ու ց սւն ի շն ե ր ո // /
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THE FORMATION OF ANTIBODY IN ORDINARY FIELD-VOLES 
UNDER REPEATED INFECTION BY PLAGUE STIMULUS

A. E. SUVOROVA. A. G. MNATSAKANIAX, A. A. VARTANIAN, 
M. T. SHEKHIKIAN, V. V. HOVHAXNISSIAN

It has been established that repeated synthesis of antibodies in 
field-voles proceeds more active than under momentary infection. Secon­
dary infection of field-voles against a background of antibody lowering 
gives rise to the formation of full and not full antibodies Arnone ordi­
nary fled-voles infected repeatedly by plague stimulus in contrast to 
small gophers an individuals with negative indices of serological reactions 
have been met.
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ДЕЙСТВИЕ НОВОГО ФУНГИЦИДНОГО ПРЕПАРАТА РОВРАЛЬ 
НА ВЫСШУЮ НЕРВНУЮ ДЕЯТЕЛЬНОСТЬ БЕЛЫХ КРЫС

С. Е. ГАРИБЯН, С А. АРУТЮНЯН, А А. АСМАНГУ.ЧЯН

Изучалось влияние нового фунгицидного препарата ровраль на высшую нервную 
деятельность белых крыс. По показателю условнорефлекторных реакции установлен 
порог острого токсического действия исследуемого препарата на уровне 50 мг/кг.

Ключевые слова: фунгицид, ровраль.

Вопрос о неблагоприятном влиянии на организм постоянно действу­
ющих раздражителей небольшой интенсивности связан с лроолемой ги­
гиенического нормирования. Одним из подходов такого рода нормиро­
вания является проведение экспериментальных исследовании на жи­
вотных, что требует разработки и применения достаточно чувствитель­
ных методов. В любом токсикологическом эксперименте проводится 
оценка функционального состояния нервной системы системы, интегри­
рующей организм. В настоящем исследовании оценка функционального 
состояния нервной системы проводилась с использованном метода ус­
ловных рефлексов. Методика оборонительных условных рефлексов широ­
ко используется как у нас [1—4]. так и за рубежом [5—7] для выявления 
механизма действия токсических веществ и установления пороговых 
уровней. Нами использовалась методика оборонительных условных 
рефлексов для мелких лабораторных животных [7].

Материал и .методики Исследованию подвергнут новый фунгицидный препарат 
ровраль французской фирмы «Рон-Пуленк», предложенный для применения против 
широкого спектра грибков на различных сельскохозяйственных культурах. Препарат 
представляет собой I -изопрогшл-карбомоил— 3(3.5 дихлорфенил) гидантоин. Ана­
лиз структурной формулы ровраля показал, что его основным структурным компонен­
том является пятнчленное гетероциклическое кольцо гидантоина, к которому присое­
динен дихлорфс1П1лы1ын радикал. Сходное строение имеет дифеннн (5.5—дпфепнл-ги- 
дантоин), являющийся противосудорожным препаратом Он предупреждает судороги, 
вызываемые электрическим раздражением мозга, посредством торможения распростра­
нения патологического возбуждения по мозгу. Известно также, что продукты замеще­
ния водорода галогеном в бензольном кольце обладают некоторыми наркотическими 
свойствами. Вместе с тем. клиника острой интоксикации ровралем дает основание пред­
положить. что препарат влияет на нейтральную нервную систему. После введения 
препарата в дозах, близких к среднесмертсльным. через 30 -10 мни животные впа­
дали в заторможенное состояние, двигательная активность резко понижалась, однако 
тонус мышц сохранялся. Подобное состояние постепенно усиливалось и длилось при 
малых дозах до (0—-11 дня наблюдения, а при больших—завершалось летальным исхо-
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■ дом. Ровраль относится к группе малотоксичных соединений. Среднесмертельная доза 
(ДЛМ) крыс равна 3200, мышей—2800, кроликов—2700 мг/кг. Для определения по­
рога острого действия нами были выбраны, кроме условнорефлехторной методики, 
следующие показатели: порог нервномышечной возбудимости, выведение гиппуровой 
кислоты с мочой, активность аспартат и аланин аминотрансфераз, деметилазы ами-т 
попирииа системы оксидаз смешанной функции (ОСФ). Статистически достоверное 
изменение в сторону увеличения активности имело место лишь в системе ОСФ на 
уровне 340 и 100 мг/кг.

Условнорсфлекторные эксперименты проводились в экспериментальной камере,- 
представляющей собой прозрачный плексиглассовый ящик с вертикальным деревян֊՜ 
ным стержнем в середине крышки. Дно камеры было выстлано металлической решет­
кой с расстоянием между спицами 1,5 см. Условным раздражителем служил электри­
ческий звонок, изолированное действие которого составляло 3 сек. В качестве безус­
ловного раздражителя использовался электрический ток с напряжением 60 в.

Опыты проводились на 24 половозрелых белых крысах массой до 200 г, которые 
были распределены на 4 группы по 6 животных. Одна группа служила контролем, 
остальным трем группам на фоне упроченного оборонительного рефлекса вводились 
однократно внутрижелудочно в виде водных растворов следующие дозы препарата: 
100, 50, 25 мг/кг. Показатели снимались через 1, .3, 5 ч после введения и на вторые, 
третьи сутки—до полного восстановления условпорефлекторной деятельности (УРД).

В начале эксперимента в группы были выбраны крысы с идентичными типологи­
ческими особенностями высшей нервной деятельности. Эксперименты начинались с при­
учения крыс к экспериментальной обстановке—камере, звонку, на что обычно .уходило 
6—7 опытных дней. Этого времени было достаточно для угасания ориентировочной 
реакции крыс. Лишь после этого приступали к выработке отставленного оборонитель­
ного условного рефлекса. Каждый опытный день применяли 10 сочетаний условного 
раздражителя с безусловным с промежутками между ними в 1—3 мин. После 50—70՜ 
сочетаний у крыс появлялись первые прыжки на стержень, к 120—150—рефлексы ста­
новились упроченными. По мере выработки отставленного условного рефлекса пры­
жок крысы постепенно сдвигался к момецту электрического подкрепления. В даль­
нейшем, когда рефлекс был упрочен, прыжок осуществлялся непосредственно перед 
подкреплением. В опыт отбирали лишь тех крыс, которые в течение пяти опытных дней 
дней давали положительные ответы на все 10 сочетаний. Правильными ответами мы 
считали лишь .те прыжки, которые совершала крыса по истечении 3 сек изолирован­
ного действия условного раздражителя. Известно, что период изолированного действия 
условного раздражителя при отставленном рефлексе характеризуется развитием на­
чальной тормозной фазы. Это проявлялось и в поведении животных—крысы либо 
находились в дремотном состоянии, либо, спокойно сидя, выжидали 3 сек действия 
условного сигнала. Таким образом, после упрочения отставленного условного рефлек­
са мы имели возможность судить о действии препарата на тормозную и возбудитель­
ную фазы рефлекса.

Результаты и обсуждение. Через час после введения препарата в 
дозе 100 мг/кг у крыс вновь появлялась ориентировочная реакция, выра­
жающаяся в прыжках на стенки камеры, сильных вздрагиваниях при 
предъявлении условного раздражителя, нарушении ориентации, в бес­
покойстве. Наблюдались срывы условнорефлекторных реакций, беско­
нечные межей гнал иные прыжки на стержень. В тех случаях, когда в 
ответ на условный сигнал крысы совершали прыжок, они не были в со­
стоянии удержаться на нем и скатывались на наэлектризованную решет­
ку. Наибольшая степень угнетения УРД отмечалась через Зч после вве­
дения препарата (рис.). Увеличивалось число выпадений условнореф­
лекторных реакций, животные были дезориентированы, на звонок реа- 
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пировали хаотичными поисками стержня, и. не найдя его. прыгали на 
стенки камеры, а иногда оставались неподвижными, не реагируя даже 
на последующее электрическое раздражение. Немаловажное значение 
имело для нас выяснение характера действия препарата на первую 
тормозную фазу отставленного условного рефлекса. Оказалось, что вве­
дение ровраля нарушает процесс запаздывания при отставленном ус-

Рис. Динамика изменений условнорефлекторнон деятельности белых крыс 
под действием препарата ровраль. По осн абсцисс—дни исследования- (I. 
2, 3. 4. 5.— до введения препарата; 6— стрелкой обозначен день затравки, 
деления без цифр—1, 3, 5—часы после введения ровраля. < и 8—вторые 
и третьи сутки после введения препарата). По оси ординат— число соче­
таний. Сплошная горизонтальная линия после введения препарата конт­
рольная группа н группа, получившая 25 мг/кг. сплошная ломаная—50, 
пунктирная—-100 мг/кг. График составлен на основашт средних арифме­

тических дайны у для каждой группы.

ловцом рефлексе—те прыжки, которые крыса осуществляла, соверша­
лись, как правило, с начала включения условного раздражителя. Чаре։ 
три часа после введения препарата нарушения УРД убывали и к конца 
вторых суток полностью исчезали. При введении 50 мг/кг ровраля были 
выявлены аналогичные нарушения, выраженные, однако, сравнительно 
слабее. Угнетение УРД \ затравленных крыс наиболее четко наблю 1-1- 
лось также через три часа после введения препарата, однако восста­
новление шло быстрее к началу вторых суток на все 10 сочетании 
крысы давали правильные ответы. Введение препарата в дозе 25 м;/к 
ле оказывало действия на протекание условных рефлексов на всем про­
тяжении исследования (рис.). С целью выяснения, являются ли выше­
описанные сдвиги УРД результатом механического воздействия па 
стенки желудка, контрольной группе животных виутрпжелулочно вво­
дили воду. При этом сдвигов УРД нс было обнаружено (рис,).

Выявленное в экспериментах угнетение, ослабление УРД свиде­
тельствуют о воздействии препарата на коре и подкорковые структуры 
мозга. Нарушение высшей нервной деятельности можно связать с ослаб­
лением подготовительных, тонизирующих механизмов мозга, обеспечи 
вакмци.х оптимальный уровень активности нейронных структур анали­
заторов условных и безусловных рефлексов, который необходим для 
реализации выработанных форм поведения животного. Факт воздейст­
вия препарата как на тормозную, так и на возбудительную фазы от-
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ставленного условного рефлекса дает нам основание заключить, что 
препарат вызывает ослабление нервных процессов—возбуждения и тор֊ 
можения—и нарушает их баланс. Степень указанных нарушений и дли­
тельность восстановительного периода находятся в прямой зависимости 
от дозы вводимого препарата.

По показателю УРД установлен порог острого однократного дейст­
вия препарата ровраль на уровне 50 мг/кг.

Всесоюзный НИИ гигиены и токсикологии пестицидов, 
полимеров и пластических масс (БНИНГИНТОКС)

(Армянский филиал) Поступило 1.VIII 1980 г.

ՆՈՐ ՖՈՒՆԳԻՑԻԴԱՅԻՆ ՊՐԵՊԱՐԱՏ ՌՈՎՌԱԼԻ ԱԶԴԵՑՈՒԹՅԱՆ 
ՈՒՍՈՒՄՆԱՍԻՐՈՒԹՅՈՒՆԸ ՍՊԻՏԱԿ ԱՌՆԵՏՆԵՐԻ ԲԱՐՁՐԱԳՈՒՅՆ 

նյարդային համակարգի գործունեության վրա

(J. I). ՂԱՐ1ՓՅԱՆ, I). Ա. ՀԱՐՈՒԹՅՈՒՆՅԱՆ. Ա. Ա. ԱՍՍ՜ԱՆԴՈՒԷՅԱՆ

Ռովռալ պրեպարատի սուր ջեմ ափն ազդեցության մեխանիզմը որոշելու 
համար օգտագործվել է պաշտպանական պայմ տնական գեֆյյ!ւ քսն ե ր ի մե­
թոդը։ Հայտնաբերվել է, որ պրեպարատը 100 մ և 50 մգ/ կգ դե դաշա փ եր ո վ 
փորձնական կենդանիների ստամոքսը ներմուծելու դեպքում խափանում է 
հետաձգված սլա յմ ան ա կան ռեֆլեքսի ուշացումը, ինչպես նաև առաջաց­
նում է պա յն ա Ա ա կան ռեֆլեկտոր ռեակցիայի անկում և փորձնական կենդա­
նիների ապակողմնորոշում,

25 մ զիկդ դեղաչափ ստացող փորձնական կենդանիների խմբում բարձրա­
գույն ն ե րվա յին համակարգի ռեֆլեկտոր գործունեության փ ո լի ոխ ութ յունն ե ր 
չեն արձանագրվել։

Ամփոփելով ստացված տվյալները, կարելի է եզրակացնել, որ 50 մ գկ կգ 
դոզան համարվում է չհմային։

THE EFFECT OF A NEW FUNGICIDE ROVRAL ON HIGHER 
NERVOUS ACTIVITY OF ALBINO RATS

S. E GARIBIAN, S. A. HAROUTJ L’NIAN, A. A. ASMANGULIAN

The article deals with Rovral, a new fungicide, developed by Rho­
ne-Poulenc as a broad-spectrum antifungal preparation, its threshold of 
acute toxic action is determined according to the index of the conditioned 
reflex activity.
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ՀԱՄԱՌՈՏ ՀԱՂՈՐԴՈՒՄՆՆ։1

У Լ к 576 Տ 095— 5'7 1 ՜՝76 851 .՝

ВАС. <СВТ1Ц$-МЕ>Е\ТЕк1С1 Տ ԽՄԲԻ ԲԱԿՏԵՐԻԱՆԵՐԻՆ ՅՈՒՐԱՀԱՏՈՒԿ Ֆ1֊ՋԻ11ԼՈԳԱ-1։Ւ11ՐԻՄԻԱԿԱՆ ՀԱՏԿԱՆԻՇՆԵՐՍ
Ա. Մ. ՄԱԼԱԱԱեԱՆ

էանայի ршпЬг. Вис. ՏսԽւ7էՏ < 'П1еС1С 1>

Աէրոբ սպորավոր բա կ տ երիւսներր շատ տարածված են բնության մեք 
՛!. մեծ դեր են խաղում տարրեր բ/ւոքոդիական և Հ ո դա ոա < ա րմ ան պրոցհսնե- 
բում։

Вас. Տ11հէք1յՏ-րՈ6Տ₽ՈէՐՈՉԱՏ խմբի բակտերիաները մեծ չափով տարած­
ված են Հողում, օժտված են ուժեղ արտաՀայտված անտագոնիստական Հատ­

կություններով և Հանդիսանում ես բազմաթիվ ֆ ի դ ի ո լ ո դ ի ա ւդ ե и ակտիվ միա- 
ցութ յունների պրոդուց ենտներ [1/:

Մեր աշիյա տ անրն երի Հիմնական նպատակն է եղել, ելնելով ВЗС* Տս1)է1“ 
П5-те$еП1еПС118 1սւ^բՒ բակտերիաների ֆիդիոքո գա - բիոքիմիա կան Հատկա­
նիշների ուսումնասիրությունից. Հատուկ ուշ ւսդրութ յուն դարձնել այղ տեսա­

կի դիֆերենցիալ Հատկանիշների մշակման վրա նրանց ճիշտ տեսակավորե­

լու Համար:Նյութ 1։ մեթուլ. Ուսու մնաս իրվե/ Լ սւԼրոբ սսյորավոր բակտերիաների 1)80. ՏԱհ(|||տ 
111 €“Տէ*Ո էէ*ք 1€ Ա Տ խմբին պատկանող 45 ջտամնեբի ֆիդիոյոէքա— բիոբիմիակաՆ ա ռանձն ա » տ տ կու 
թյուններրւ Օղտաղործվե/ են սպորավոր բակտերիաների Համաշխարհային ենթակոմիտեի կո,յ 
մից առաջարկված մեթողՆերր [-]'•

Ուսումնասիրվեի են Հետևյա/ տեստերր' կ ու / տո ։ ր ան ե ր ի աճե/ու ո ւ ե ա կ ո ։ թ յ ո ւնր |>|| յ , 
թթվուի յան , 30Շ ֊ ի , սնն ղամ իջա վա յրում *'% նատրիումի թլորի առկայության պայմաններում , 
՚լՒ'Իր1ՐՈՕ1?սՒա9,,ւոո1յՒ • ուրեաղայի, եցիտինաղայի աոաջացումր. տիրոդինի բայբայում/!, կա- 
ղեինի և նատրիումի ցիտրատի յուրացում ր. կաթի պ ե պ տ ոն ի ղ տ ց ի ան , / ի ղ ին , ռրնիտին ղե

կա րբ ո բս ի/աղանեբի . ա ր ց ին ինղե հ ի ղ բ ո / ա ղ ա յ ի աոաջացումր, չեւլոբ պրոտ նացս, ա րէո ա ւ/ր ե( Ու 
ուն ակութ յոէնր, նատրիումի պրոպիոնատի քուբացումր , Նատրիումի > իւ։/ ու բա տ ի Հիղրոլիզրւ

Արդյունք՛ներ և ք՚ննարկամ. Вас. Տէ11)(111Տ-ШСМ'Пէօր 1С11 տ տ ե и ա կ ի ր ա կ * 
տերիաներր մեկ տոկոս դԱ^կոդ սլ տ ր ո ւն սյ !լ ո ղ ՄՊԱ սնն դամ իշավա յրի պայ­

մանն եր ոեմ լավ աճում են, աոա լացնելով գորշավուն, и ւդ ի տ ա կա ֊ կր եմ ա դ ու լն , 
կրեմա֊վարդագոպն և 4ոթի դոլյնի պ ի գմ են տ ա վս ր т մ ։ Նրանց մ ակերեսր լի­
ն՛ում է ,արթ, մեծ և մանր կնճռավոր կամ ծալրավոր, ան էի այլ կամ ի/ոնտ- 
վանման փայլով, ոչ Հարթ եգրերով։ Գադութներր Հեշտ են վերցվում ագարի 
Հ/'ա//,Ջր’ այսինրն չեն ներաճում ագարի մեջ։ Այս տեռ ակին պատկանող 
կուլտուրաների մի մասի արտադրած ւգիգմենտր թաւի ան ցոլ մ Լ ագարի մ ե у, 
որր կարոդ է ւինեւ գորշ ե գորտանման գույների։
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Вас» ՏԱէ)է111Տ ~ГП 6Տ6Ոէ61՜1Ը11Տ խմբի կուլտուրաների ֆիզիոլոգա-բիոքիմիա՜ 
կան առանձնահատկությունների ուսումնասիրություններից ստացված ար՜ 
դյունքնեըը բերվել են աղյուսակում։ Ինչպես երևում է աղյուսակի տվյալնե­

րից, ուսումնասիրված բոլոր 45 շտամնեըը արտադրում են լի զին դե կա ր բո քս ի՜ 
լա զա, աճում են սնն դա մ ի ջա վա յրի pH 5,7 թթվութ լան և 7% նա տրիումի 
քլորի առկայության պա յմ ասներ ում, քայքայում են կա զեին ը, յուրացնում են 
նատրիումի ցիտրատը, իսկ կաթի լա կմ ուսային ռեա կցիան տեղի է ունենում 
պեպտոնիզացմահ կամ մակարդման միջոցով' տարբեր թթվութքան պայման­

ներում։ Իացառությամբ 5 կուլտուրայի, մնացած 40 շտամներն արտադրում 
են օրնիտինդեկարբո քսիլազա և աճում 50^-ի պայմաններում։ Ուս ումնա и ի ր֊ 
ված 45 բակտերիաЬերից 40֊ը զուրկ են արգինինդեհիդրոլազային և չեզոք 
պրոտեազային ակտիվություեից։ Вас. ՏսԵէ111Տ֊րՈ6Տ'5Ոէ6րյԸԼ1Տ խմբի կուլտու­
րաների մոտ բա ցա կա յում եե Աատրիումի հիպուրատր հ ի դր ո լի զե լո ւ, տիրո­

ղին ր քա յքա յե լու, դիհիդրпоքսիացետոն և լիցիտինազա առաջացնելոլ ունա­

կությունները։ Р ա Ь ի որ կուլտուրաների մի մասի մոտ ստացվել է դրական, 
իսկ մյուս մասի մոտ բացասական տվյալներ, հետևաբար նատրիումի պրո- 
պիոնատը յուրացնելը և ուրե աղային ակտիվություններն այս խմբի բակտե­

րիաների մոտ պետք է համարել տատանվող հատկություն։

Вас. Տ11հԱ1յՏ-րՈ6Տ6Ոէ6ր1ՇԱՏ խմբի բակտերիաների 
ֆիզիոլոգս։ ֊բիոքիմիական առանձնահատկությունն երր

Աղյուսակ

Ուսումնասիրվող ռեակցիաները

հտամների քան ա կը ըստ ռեակցիաների

դրական բացասական

Լիղինդե կա րբոքս ի լա զա 45 0
Օրնիտինդեկարբո քսիլազա 40 5
Ս ր դին ին դեհ ի դր ո լա զա 5 40
Չեզոք սլրոտեազա 5 40
Լեց իտ ինա զա 1 44
Ո ւրեա-ղա 26 19
նազեին ի քայքայումը 45 0
նատրիումի ցիտրատի յուրացում ը 45 0
Կաթի պեպտոնիզա ցիա 45 0
նա՛տրիում ի հ իպուրատ ի հիդըոլիղը 0 45
Տիրողինի քա յքա յում ը 0 45
'Դ իհ ի դրո օ ք ս ի ա ց ե տ ո՝ն ի առաջա ց ում ը 0 45
նա՛տրիում ի պրոպիոնատի յուրա ցում ը 27 18
•Աճը 50° 40 5
Աճը 5,7 45 0

Աճը 7% №Ը1 45 0

Вас. ՏԱեէյ1յտ֊ա6Տ6Ոէ6ր1՜ՇԱՏ խմբի բակտե րիաների ֆի զի ո լո դա - բի ոքիմ իա- 
կան հատկանիշները համեմատելով մեր ուսումնասիրած աէրոբ սպորավոր 
■բակտերիաների այլ խմբե րին պ ա'տ\կան ող կուլտուրաների ֆ ի զիոլռգա - բի ո - 
քիմիական հատկանիշների հետ, պարզվել կ, որ Вас. ՏԱեէաՏ֊տԸՏ6Ոէ6ր1ՇԱՏ
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СПЕЦИФИЧЕСКИЕ ФИЗИОЛОГО-БИОХ11МИЧЕСК11Е ПРИЗН \KH 
КУЛЬТУР ГРУППЫ ВАС. SLBT1US-MESEXTERICUS

X м АС\.1У\СЯИ

Изучены фнзнолого-бнох։1.м!гческне признаки 45 штаммов бактерии 
группы Вас. subtilis-mesentericus.

Установлено, что важными дифференциальными признаками для 
культур группы Вас. subtilis-mesentericus являются рост при 7%-ном 
NaCl и отсутствие образования аргиннн-дегндролазы.
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РЕФЕРАТЫ

УДК 576.85'1.151:575.24

АЗОТФИКСИРУЮЩАЯ СПОСОБНОСТЬ АНТИБИОТИКУСТОИЧИ- 
ВЫХ МУТАНТОВ АЗОТОБАКТЕРА

В. Г. никогосян

Нами изучалось действие ультрафиолетовых (УФ) лучей и диме­
тилсульфата (ДМС) на выживаемость клеток Аг. сЬгоососсит, опре­
делялись возможности получения антибиотикустойчивых мутантов и их 
азотфиксирующая активность.

Воздействием УФ лучами методом селекции мутантов на агаризо- 
ванной среде (с градиентом концентрации антибиотиков) получены му­
танты Аг. сЬгоососсит, которые по устойчивости к тетрациклину пре­
восходят исходный штамм в 100—140 раз. Подобные мутанты с по­
мощью ДМС получить не удалось.

Выяснено, что тетрациклинустойчивые мутанты азотобактера от­
личаются от исходной культуры некоторыми культурально-морфологи­
ческими (величина, клеток, пигментация) и физиологическими призна­
ками. Указанные мутанты по азотфиксирующей активности уступают 
исходному штамму.

Следует отметить, что ряд авторов подобную связь между антибио- 
тикустойчшвостью и эффективностью обнаружили у мутантов клубень­
ковых бактерий, обладающих повышенной устойчивостью к канамици- 
ну, неомицину, биомицину и стрептомицину.

8 с., табл. 2, ил. 1, библиогр. 12 назв.

Институт микробиологии АН Армянской ССР Поступило 11. XII 1980 г.

Полный текст статьи депонирован в ВИНИТИ
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РЕФЕРАТЫ

УДК 576.851.5

ФИЗИОЛОГО-БИОХИМИЧЕСКИЕ ПРИЗНАКИ КУЛЬТУР 
БАКТЕРИИ ВАС. МУСОЮЕБ

А М. МА.ТХАСЯН

Изучались физиолого-биохимические особенности 53 культур штам­
мов группы Вас, тусо1с1е5, выделенных из почв различных почвенно- 
климатических условий.

Все изученные бактерии растут при pH 5, 7 и гидролизуют казеин, 
испытанные штаммы, кроме одного, дают реакцию на лакмусовое моло­
ко с последующей пептонизациен при разных значениях pH. Из 53 изу­
ченных штаммов 47 усваивают пропионат натрия, 51 штамм образует 
лецитиназу. Все бактерии этого вида не образуют дигидроокеиацетон ч 
не гидролизуют гиппурат натрия.

У изученных штаммов, за исключением четырех, отсутствует лизин- 
декарбоксилазная активность. Культуры Вас. тусо1де8 не растут при 
50°, кроме 9 штаммов. Из числа изученных культур 49 штаммов не рас­
тут на питательной среде с 7%->ным хлористым натрием,

6 с., библиогр. 3 назв., табл. 1.

Институт микробиологии АН Армянской ССР. Поступило У I 1981 г.

Полный текст статьи депонирован в ВИНИТИ
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ՀԱՅԱՍՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ ՀԱՆԴԵՍ 
БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ AP Al E H И И____

===== XXXIV, 3, 315—316, 1981

РЕФЕРАТЫ

УДК 594. 771+591.34+591. 134

ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОСТЬ СТАДИЙ РАЗВИТИЯ И ИЗМЕНЕНИЯ 
МОРФОМЕТРИЧЕСКИХ ХАРАКТЕРИСТИК CHIRONOMUS

PLUMOSUS L. (CHIRONOMIDAE, D1PTERA) 
В ПРОЦЕССЕ РОСТА

И. С. ОСТРОВСКИЙ

В основу работы положены собственные и литературные данные.
Ширина головной капсулы у личинок разного возраста очень ста­

бильна в отдаленных популяциях. В разных водоемах размеры личинок 
I, II и III возрастов близки, а конечная длина тела личинок IV возраста 
существенно отличается. Это связано с тем, что в более холодных водо­
емах личинки достигают больших размеров.

Каждая последующая линька более растянута, чем предшествую­
щая.

Данные разных авторов по продолжительности эмбрионального 
развития, длительности развития личинок I—III возрастов и стадии 
куколки почти совпадают, что объясняется примерным равенством ли­
нейных размеров у личинок I—III возрастов, непродолжительностью 
самих периодов развития и, по-видимому, не очень большими различи­
ями в темпах роста. Длительность развития личинок IV возраста зани­
мает примерно половину .времени всего развития организма. Поэтому 
даже небольшие различия в темпах роста (например, за счет разной 
температуры воды) существенно отражаются на длительности IV воз­
растной стадии. Продолжительность последней также определяется 
длиной, при которой личинки данной популяции окукливаются.

Скорость роста и длительность развития личинок хирономид за­
висят от плотности их поселений. При плотности, в 2—3 раза превыша­
ющей естественную в оз. Севан, время окукливания задерживалось в 
среднем на 5 недель. При этом более чем в 5 раз увеличивался отрезок 
времени между первыми и последним окукливаниями личинок од­
ной генерации. Это свидетельствует о возрастании вариабильности 
темпа роста особей при высоких плотностях посадки.
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Количество градусодней. необходимое для развитая СЬ. р^итовив, 
в разных популяциях различное. Предполагается связь этой величи­
ны с длиной окукливающихся личинок в водоемах различных широт.

8 с., библиограф. 18 назв., табл. 4.

Севанская гидробиологическая станция 
АН Армянской ССР П.чгуиало 1- IX 1950 г.
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РЕФЕРАТЫ

УДК 636. 5:636. 084

ВЛИЯНИЕ РАЗЛИЧНОЙ ТЕМПЕРАТУРЫ И УРОВНЯ ПРОТЕИНА 
В РАЦИОНЕ НА ПРОДУКТИВНОСТЬ И ПОТРЕБЛЕНИЕ КОРМА 

НЕСУШКАМИ

А. К. ПЕТРОСЯН

Опыты проводились на Ереванской экспериментальной базе Арм՜- 
НИИЖиК в период с апреля по август 1980 г. на ку-рах породы леггорн 
лилии «С» кросса 288 в возрасте 150—300 дней. Куры I и II групп со­
держались при температуре 20—25°, а III и IV— при—30°. В первый 
период опыта (30 дней) куры получали рацион, содержащий 17% про­
теина и 250 ккал обменной энергии (I и II группы) и 19% протеина й 
300 ккал обменной энергии (III и IV группы).

Опыты показали, что у кур III и IV групп яйценоскость составляет 
36,40 и 35,83%, а у кур I и II—36,23 и 36,00%. Причем эти различия в 
рационе при разной температуре не оказали влияния ни на массу яиц, 
ни на их живую массу и сохранность поголовья, которая составила в 
среднем 97,5—98,6%.

Потребление корма в жарких условиях заметно сниженное и со­
ставляет: у кур I и II групп соответственно 118,5 и 118,2 г, у кур III и 
IV групп— 93,0 и 92,8 г.

Во втором периоде опыта (возраст кур 180—300 дней) курам всех 
четырех групп было предложено 3 рациона: I и II— 250 ккал обменной 
энергии, 17, 14, 12% протеина, III и IV групп— 300 ккал обменной энер­
гии, 19, 14, 12% протеина. Куры I и II групп получали по 44 г каждого 
рациона, а куры III и IV групп— по 40 г.

II период опыта показал, что яйценоскость несушек, содержавших­
ся в жарких условиях, составляет 48,3 и 48,6% и уступает яйценоскости 
кур, содержавшихся при температурном комфорте, на 11,3 до 11,7%. 
Остальные показатели продуктивности мало отличались друг от друга 
у кур всех групп и изменялись стабильно в течение всего опыта.

Потребление корма также заметно понизилось у кур III и IV групп 
и составило 98,5 и 99 г, в то время как у кур I и II групп этот показа­
тель составил 121,5 и 122,5 г на голову в сутки. Тем не менее яйценос­
кость кур III и IV групп была пониженной вследствие снижения общей 
питательности суммарного рациона по сравнению с первым периодом 
опыта.
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1акнм образом, з условиях повышенной температуры помещения 
зачетно снижается потребление корча отшей и для обеспечения нор­
мальной продуктивности необходимо применение высококалорийных 
рационов с содержанием 19 % протеина. 3,9% кальция

9 с,. 5 табл., библногр. 15 назв.
Армянский институт животноводства н
кормопроизводства МСХ Армянской ССР Поступило 2' 1 1981 г.
Полный текст статьи депонирован в ВИНИТИ
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БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

= XXXIV, 3, 319—321, 1981

КРИТИКА И БИБЛИОГРАФИЯ

Э II МИРЗОЯН- «РАЗВИТИЕ ОСНОВНЫХ КОНЦЕПЦИИ ЭВОЛЮЦИОННОЙ 
ГИСТОЛОГИИ». М„ НАУКА, 1980. 271 стр.

Проблема эволюции тканевых структур и их возникновения до настоящего вре-’ 
меня остается недостаточно разработанной. Это объясняется целым рядом причин и 
прежде всего тем, что многие гистологические факты, полученные в исследованиях 
по сравнительной гистологии, противоречили аксиомам эволюционной морфологии. В 
ряде случаев они показали сходство и параллелизм в строении организмов, которые 
ни палеонтологически, ли сравнительно-анатомически, ни эмбриологически ничего об­
щего не имеют. Очень многие исследователи, механически переносившие метод трой­
ного параллелизма в гистологию, категорически заявляли, как сделал это в свое вре­
мя В. фон Эбнер, что приложение эволюционной теории к рассмотрению гистологиче­
ских знаний невозможно.

В течение многих лет исторический метод постепенно проникал в гистологию. 
Вопросы, которые возникали при этом, оказались достаточно сложными. Системати­
ческое изучение путей и закономерностей эволюции тканей началось лишь в 30-е годы՛ 
текущею столетия, преимущественно в пашей стране, и связано оно с именами выда­
ющихся с светских ученых А. А. Заварзина и И. Г. Хлопина.

Перед автором рецензируемой монографии стояла вполне определенная цель— 
проследи л, становление основных концепций эволюционной гистологии и показать՛ 
закон . мерности проникновения исторического метода в этот раздел биологии. Кроме՝ 
того, была еще одна задача: в той непростой ситуации, которая сложилась на пути 
формирования эволюционной гистологии, с помощью историко-научного анализа по­
пытаться не только разобраться в истоках возникших разногласий, но и наметить 
пути их преодоления, а возможно, и перспективы дальнейшего развития данного на­
правления.

В первых трех главах книги, автор в сжатой форме изложил предпосылки возник­
новения эволюционной гистологии, показав, в частности, как первая попытка создания 
филогенетической системы тканей, сделанная Э. Геккелем, потерпела неудачу, обус­
ловленную в первую очередь несоответствием исторического метода объекту исследо­
вания. Как само эволюционное учение, так и гистология не были в то время в доста­
точной степени разработаны и подготовлены для того, чтобы синтезировать свою тео­
ретическую и экспериментальную основы.

Недостатком большинства обзоров, посвященных эволюционным проблемам гисто­
логи, является то, что учение об эволюции тканей рассматривается вне общего дви­
жения эволюционной мысли. Совершенно опускается обычно и развитие цитологии, 
хотя на формирование сравнительно-эволюционного направления в гистологии очень 
большое влияние оказали представления о природе и функции клеток, сформировав­
шиеся уже к концу XIX века. Э. И. Мирзоян, используя собранные О. Гертвигом наи­
более характерные воззрения на природу и генезис клеток и тканей, убедительно по­
казал, почему гистологи поначалу скептически относились к приложению эволюцион­
ной идеи к тканевым структурам. Постулированный Гертвигом онтогенетический ха­
рактер специфики тканей, основанный на абсолютизации идиоплазмы, закрывал пути 
для воссоединения онто- и филогенетического аспектов в гистологии.

Коротко остановившись на состоянии некоторых проблем теории эволюции, имею­
щих близкое отношение к проблематике эволюционной гистологии, автор создал тот 
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фон, на котором лучше воспринимаются и понимаются задачи, подчас запутанные и 
сложные, которые пришлось петлять А. А. Заварзину и другим гистологам-эволюцио­
нистам. В частности, после предварительного историко-критического анализа проблемы 
соотношения дивергенции, конвергенции и параллелизма, куда примыкает логически и 
история создания закона гомологических рядов, совершенно по-новому представляет­
ся заслуга А. А. Заварзина в создании эволюционного направления. Этот хрестома­
тийный факт приобретает в книге должную значимость.

Как справедливо отмечает Э. Н. Мирзоян, уже в самых первых работах, начиная 
со статьи 1934 года «Об эволюционной динамике тканей» Заварзин сочетал историче­
ский подход с системным анализом объекта, что было важнейшим новаторским прие­
мом, позволившим избежать многих методологических трудностей. Надо отдать дат к- 
ное автору. Перед ним стояла нелегкая задача. Материал . собранный и проанализиро­
ванный им, не только велик по объему, но и чрезвычайно многообразен. Автору приш­
лось иметь дело не только с эволюционной и гистологической тематикой. Специфика 
выбранной им темы включает в себя и проблемы медицинской гистологии и экспери­
ментальной эмбриологии, цитологии, биохимии, генетики, эволюционной морфологии 
и систематики. Проявив завидную эрудицию во всех перечисленных областях биоло­
гии. Э. Н. Мирзоян критически анализирует разнообразные и чрезвычайно насыщен­
ные фактическим материалом работы основоположников эволюционной гистологии, их 
учеников и многие современные исследования, связанные с эволюционно-гистологиче­
скими проблемами.

Показав, как возникла и развивалась эволюционная гистология А. А. Заварзи­
ным и его школой, автор переходит к изложению другой концепции, другого подхода 
к эволюции тканей.

Теория дивергентной эволюции тканей, созданная Н. Г. Клопиным, позволила в 
дальнейшем перейти к построению естественной, генеалогической системы гистологи­
ческих структур. Она возникла значительно позже концепции Заварзина, однако пер­
воначальный этап деятельности Хлопина был связан со школой Заварзина и темати­
кой его исследований. Возможно, что работа с культурами тканей, имеющими строгую 
видовую специфичность, привела И. Г. Хлопина к выводу, принципиально отличному 
от основного положения теории эволюционной динамики тканей,— «филогенетическое 
развитие животных организмов и их частной системы (органов, тканей и клеток) 
происходит адаптивно по общему единому дарвиновскому принципу дивергентной эво­
люции в единстве с условиями существования» (стр. 122).

Изложив основные положения концепции Хлопина, автор остановился на полемике 
вокруг проблем эволюционной гистолоппи, возникшей в 30—40-е годы, и перешел к 
тем вопросам теории эволюции тканей, которые стоят перед исследователями в на­
стоящее время.

В заключительной главе книга сделана попытка сопоставить данные эволюцион­
ной гистологии с проблемами современной эволюционной биологии и определить роль 
эволюционной гистологии в решении некоторых закономерностей эволюции.

Автор воссоздал тот большой и трудный путь, который за столетие прошла эво­
люционная гистология, показав трудности, возникавшие на этом пути, противоречия, 
которые разрешались со временем или остались неразрешенными. Обстоятельный и 
полный анализ работ А. А. Заварзина и Н. Г. Хлопина дает четкое представление о 
сущности их концепций. Однако стремление автора к исчерпывающей полноте и не­
которая увлеченность специфическими подробностями затрудняет восприятие и без 
того очень насыщенного материала. Некоторые проблемы, выделенные в специальные 
разделы, как нам кажется, могли бы быть только упомянуты, например, проблема 
метаплазии тканей. Взгляды В. П. Беклемишева, безусловно очень интересные и за­
служивающие внимания, вряд ли стоило выделять в особую главу (гл. 3). тем более 
что в ней проанализирована всего одна работа. При изложении работ Заварзина и 
Хлопина очень много цитат. Хотелось бы видеть более четкую критику тех положений, 
которые оказались спорными или несостоятельными. Стремление автора показать, что 
эволюционная гистология разрешила все своп противоречия, вряд ли соответствует 
действительности. В частности, утверждение о том, что представления Заварзина о
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юинрптя артяялвмьг.о отличны от позиции Л. С. Берга (стр. 71), заучит неубе­
дительно.

В целом книга Э. Н. .Мирзояна вносит существенный вклад в отечественную и ми­
ровую историкоиаучиую литературу и. несомненно, представляет большой интерес для 
всех биологов, интересующихся проблемами истории биологии и эволюционного уче- 
«>.ч.

Е. Б. МУЗРУКОВА
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