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НОВАЯ ФАКУЛЬТАТИВНО АВТОТРОФНАЯ
ТИОСУЛЬФАТОКИСЛЯЮЩАЯ БАКТЕРИЯ ИЗ СУЛЬФИДНЫХ 

МЕСТОРОЖДЕНИЙ АРМЕНИИ

Н.С. ВАРТАНЯН, Э.К.АФРИКЯН

Институт микробиологии НАН Армении, 378510. г. Абоеян

Иг проб отвала рулы Тамдзутского месторождения выделена новая 
грамотриоательная бактерио способная окислять тиосульфат в автотрофных 
условиях Окисление бактериями тиосульфата стимулируется в присутствии 
органических веществ Бактерии проявляют также способность к гетеротрофному 
росту на глюкозе, дрожжевом экстракте и гидролизате казеина

Бактерия мезофильная с оптимумом pH 7.0 При начальном значении pH 
ниже 8,0 и выше 8.3 бактерии не развиваются Однако при росте способны снижать 
pH среды до 4.7

Предполагается что выделенная бактерия представляет собой новый 
подвид факультативно автотрофных тионовых бактерий, окисляющих тиосульфат.

SiuGAmw hiuGp։ui|iujji|։ hiuGyiupuiptuiliG p։ui]n.r.lit։>։)i Gdn:’Chp’jg iuGyuiv.it|li[ I. Gnp 
qjuudpuiqiuuiulpufi pr.:l|UiLp|uu, npG pfiqaifiiuh I opuJbputffHq (флипцДищн шфшппрпф 
upupTiufiGbpniil (։>|шипц.1>цп։ф ор|ф։ри։;ьиГр piu1|iiih|։»jtuj|։ IpnpSjuj |up։u(ii|nitf I 
opquiGiulpuG GjnipLpJi nuilpujinpjiuiip: P.Hil|udip|nuti bsulujbn t. pbpnuf qunilpiqji, 
2iupiup։ut»Gq։uj|jfi 1,ришрш1р։Ф L tpuqbjitih hp..jjHidiqmui|i фт.и ШСЛцп! 

pGqni(iiulp«pjtnG:
Piulpi։!.p|nii(։ dbqntybl 1„ oupn]iihu| pH-7,0: IJ]։y՝iu։|uijp]i iri|qpfiui!puG б,0-|н| 

ijJUftp !i 8.8 |vj ршрЛр pH-Ь U]tuidtu(:(ib|inul piuhuihpjuuG ։՝|i quipqiuGiuu. uutpujG 
ludtfiiiG pGpiuqpnid Iptijwq t. hvfiti:;Gb| uhfnpatf]iy։.u;liujp|i pH-р dlifi'b 4 7: l;Gptuqpt|md 
t„ Пр шЗупнлфий j։։u!pnhpJ)m(f pphh|:<j iihplpujiiHjbiTid I .]nu!p))iumiu;|n{ luiluHtinpn^) 
pjtnlhujJiG pfinuj։.j,l4‘minopuJi/.i”HJf։ni։ |։uKpnbp|nu։ihp|i Gnp bGpunnbmulj:

New Gram negative bacteria capable of oxidizing of ihiosulfatc in the autotrophic 
conditions from the dump samples of Tandzyl SUlHde ore deposits has been isolated 
Oxidation of thiosulfate by the bacterial culture was stimulated in the presence of 
organic compounds. The bacterial strain possessed also an ability of ’.•jtcrolraphic 
growth on the glucose, yeast extract and c^scmu hyu'rolyzdlc.

The bacteria are mesophdir, optirnuni pl I 7,0, du not grow hi the medium with 
initial pH below 6,0 and higher 8,8, but during growth reduce pH of the medium till 4.7.

TIic isolated bacterial strain represents a new subspecies of facuHativc 
autotrophic thiobacilli capable of oxidizing thiosulfate.

Факуша/лвнэ ££Тстр<>#»'ь:е 6^/-.7«ям . ’/'«хуле.ф.?"։.. тиобам-лпы.

Образоэляиг / наК0|Чг:ение серы в природе связно с деятель-ностью 

тионовых бактерий, рйзвг.дзкдцихсл при нейтральных и щялочных реакциях 



..ргд ч и способных окислять тиосульфат. Перзк в представители этой группы 

были открыты Натансоном, Бейеринком и другими исследователями ещ*> е 

начале нашего столетия [3]. 8 настоящее Бремя описано я ^характеризовано 

около десятка видов этих бактерий Среди них облигатные хемолитотроф ы 

'ПпоЬиеШлх (Морами/ [31. Т/поЬасНЬи пёароМапих [8], факультативные автотрофы 

ПиоЬасМш похеНил՛ 1 ТМоЬасШиз инеппе&из, способные переключаться с 

автотрофного на гетеротрофный обмен [7,9]. Группу бактерий завершают 

гетеротрофы, окисляющие тиосульфат только в присутствий органических 

веществ [6].

Нами из Тандзутского месторождения Армении выделена новая 

разной .дность факультативно автотрофных тионовых бактерий.

Целью настоящей работы являлись характеристика и нзучэ-ние 

выделенной ками новой бактерии

Материал и методика. Накопительные культуры были получены 
посевом проб отвала руды Тандзутского месторождения на среде Баалсруда 
[31. В качестве источника энергии использовали тиосульфат. Чистую культуру 
получали высевом накопительной культуры на -.оердую среду того же 
солевого состава и содержащую 0,7% агарозы в качестве уплотняющего 
вещества

.Выращивание культуры проводили в конических колбэх емкостью 250 
мл. наполненных 50 мл среды Инкубирование вели при 30® на водяном 
встряхизателе типа 357 с режимом работы 100 об/мин

При изучении миксотрофии у бактерий в среду Баалсруда с 
тиосульфатом добавляли органические вещество в концентрации 0.02 %. 
Гетеротрофный рост бактерии изучался на среде Баалсруда. содержащей 
0.1 % органического вещества в качестве единственного источника энергии. 
Для окраски клеток по Граму применяли метод Хукера. Для выяалания спор 
использовали метод Циля-Ожешко (»). а также прогревание на водяной бане 
в течение 30 минут.

Количественный анализ тиосульфата проводили йодометрическим 
методом [4].

Результаты и обсуждение. Культуральные и мерфолр ические 
свойства. При автотрофном росте в жидкой среде с тиосульфатом 
бактерии образуют пленку из бактериальных клеток и серы. Пэ мере 
роста жидкость мутнеет и pH среды снижается до 4.7- На плотной 
среде с тиосульфатом бактерии образуют маленькие колонии 
диаметров 0 5-1 0 мм. желтые от выпавшей серы. Клетки выделенной 
бактерии представляют собой палочки размером 0.5-0.8 х 1,0-2,0 мкм. 
Клетки неподвижные По Г раму окрашиваются отрицательно Спор не 
образуют.

Источники энергии и углерода. Выделенные бактерии растут 
автотрофно на среде, содержащей тиосульфат в качестве 
единственного источника энергии. Показателем роста при этом 
служат помутнение среды, образование пленки серы на поверхности 
жидкости и снижение pH среды. Рост бактерии способны 
поддерживать также органические вещества, такие как глюкоза, 
дрожжевой экстракт и гидролизат казеина (табл. 1).



Таблица 1. Рост культуры шт.1 в гетеротрофных условиях (время 
культиеироваиин-42ч. содержание органических веществ-0.1%; 
начальный рН-7,9; 30°)

Наличие бактерий Использованные 
органические 

еешестеа

Оптическая 
плотность

Конечный 
рн

Контроль без бактерий глюкоза - 7.85
Шт 1 глюкоза 0.30 7.30
Контроль без бактерий дрожжевой 

экстракт
- 7.9

Шт. 1 дрожжевой 
экстракт

0.35 7,85

Контроль без бактерий гидролизат 
казеина

7 Э

Шт 1 гидролизат 
казеина

0.32 7 7

Окисление бактериями тиосульфата стимулируется органи

ческими веществами. Так. окисление тиосульфата ускоряется при

мерно 2 3,0; 2,3 и 1.8 раза соответственно в Прису ст?г.н - среде 

глюкозы, дрожжевого экстракта и гидролизата казеина з г.снц2Н1 ’ 

0.02 % (табл. 2).

Таблица 2. Влияние органических вещаете. на окисление 
тиосульфата шт.1 (время культивирования- 45ч: начальный pH 8.0. 
300)

Наличие бактерий Использоезнные 
органические 

вещества

1 >••............. •
Окислено 
32О2з 

г/л

Ко։ ечмый
pH

Контроль баз бактерий - * 0 7.95
Шт 1
Контроль без бактерий глюкозе

0.40 
0

6.8

Шт 1 глюкоза 0.17 8,45
Контроль без бактерий дрожжевой 

экстракт
0 8.0

Шт 1 дрожжевой 
экстракт

0.90 8,55

Контроль баз бактерий гидролизат 
казеина

0 7.8

Шт 1 гидролизат 
казеина

0 75 8.4

Отношение к температуре и pH. Бактерии мезофильны. Рост 

при 2&о наблюдается в диапазоне pH 6,2-8,5. Оптимальное значение 

pH -7.0. При начальном значении pH среды ниже 6,0 и выше 8.8 рост 

бактерии отсутствует (табл. 3). Незначительное уменьшение 

количества тиосульфата при pH 5.4 и 5.75. вероятно, связано с его 



химическим окислением в кислых условиях, так как роста бактерий 

при атом не наблюдается.

Отношение кислороду. При автотрофном а миксотрофном 

росте на среде с тиосульфатом бактерии положительно реагируют на 
аэрацию Это связано как с потребностью организма в 02, так и 

002 б гетеротрофных условиях относительно хорошо растут и без 

аэращ- .1

Г-г основным физиологическим свойствам выделенная бак

терия гтоявляет сходство с известными облигатно хемолитотрсф- 

нымя. факультативно автотрофными и гетеротрофными тионовыми 

бактериями.развивающимися в нейтральных и щелочных условиях [5] 

Од՛ ?а;<о отличается от них по тем и или иным признакам.

Г*.’йт;< -Ю 3. ՛ - тление тиосульфата шт ! при разных начальных 
значениях piiiapei 77 ультивировакия?43ч: содержание 82О2з՛- 2.С4 
г/л:3рс)

Наличие б-. Начжььмый Окислено 
3?О23 

г/л

Конечный 
pH

KCHXyQr.z л .3 Cai. ‘ ОИЙ 5.4 0.16 5.05
Шт 1 5.4 0.12 5.05
Контрол :-з баьтерий 5.75 0 4 5.4
Шт 1 5.75 0,14 5.4
Контре -֊• ՛:•« оекгэрий 6.25 0 6.25
ШТ.1 6.25 0.25 4.6
Контроль '-ез би'ггерий 6.5 0 6.5
U1T.I 6.5 0.30 4.7
Контроль без бактерий 6.95 0՝ 6.95
Шт.1 6 95 0.72 4.7
Конте эль без бактерий 7.7 0 7.7
Шт 1 7.7 0.65 6.9
Контроль без бактерий 8.5 0 8.4
Шт । 9.5 0.25 6.4
Контроль без бактерии 8.8 С 8.6
Шт.1 8.8 0 8.6
Контроль без бактерий 9.2 0 9.0
Шт.1 9.2 0 9.0

Так, в отличие от облигатно хемолитотрофной бактерии 

Т.Ииоратив выделенная бактерия способна к х&«/.о эрга нотрофному 

росту на глюкоза, дрожжевом экстракте и гидролизате казеина. 

Кроме того, оптимум pH у выделенной бактерии 7.0, тогда как у 

ТАЫорагив оя составляет 8,5-9,8. Отмечено также четкое морфоло

гическое отличие в оделенной бактерии от Т.1п։орати$. У другой 

облигатно хемспитотрофнбй бактерии Т.пеаро-Иапив продуктом 
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окисления тиосульфата являются тетратионат и полит ионаты, а не 

сера.

3 отличие ст гетеротрофных бактерий Thiobacilfas pcrmstebolis 

[6] и Thiobaciilus deficatus [5] потребность выделенной бахт ,.ии в 

органическом веществе необлигатная Бактерии могут развиваться 

автотрофно на тиосульфате, однако оптимальными для роста 

являются миксотрофные условия.

В этом отношении бактерия более близка к факультативно 

автотрофным организмам T.r.ovellus, Т. intense dlus и Thicbacillus 

versutus (Thiobaciilus A2). Однако 7՜. novellas не способна усваивать 

сахаоа. Что касается бактерии Т interm&dius, то она отг л-чазтся более 

выраженной кислотоустойчиеостъю. Оптимальное зяачент pH у 

T.intermedius составляет 4.0. пределы pH 1.9-7.0 [5]. Бакгар/г. 

Т.увгси'уз проявляют способность к рост/ в анаэробн’. с г.г,ет.՜ ' на 
среде с КЫОз и орган։ ческими соединениями.

Таким образом несмотря на некоторое марщ֊логи՝-ес։х։- 

фиьиологичесхое различие. выделенная бактерия более близ» = 

факультативно автотрофным тионовым бактериям, I’ рЕгГлолага* ■ i 

что он.՜ -/ едстазляет собой новый подвид факультет։ -?о 

авто-рофчы՝ гионоаых бактерий, разливающихся в нейтрально: или 

щело-мой среда и счисляющих тиосульфат Однакс для опргг .гения 

точного таксономического положения выделенной ктерии 

необходимо исоледо&ать ряд систематически важных биохчмгч&ск'/.х и 

генетических признаков. е

Выполнение данной работы части -:но финансировалось гран

тами МНФ (Сороша) RY 10G0 и Ассоциации ИНТАС ЕС 93-3512.
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ВЫЩЕЛАЧИВАНИЕ МЕТАЛЛОВ МЕЗОФИЛЬНЫМИ И 
ТЕРМОФИЛЬНЫМИ ХЕМОЛИТОТРОФНЫМИ БАКТЕРИЯМИ

Н.С.ВАРТАНЯН

Институт микробиологии НЛН Армении. 378510. г Абовян

Проведено сравнительное изучение активности мезофильных и 
термофильных серо֊ и жалезоокисляющих хемолитотрофных бактерий б 
окислении пирита и отвала руды Шамлугского месторождения. Установлено 
преимущество термофильных бактерий в извлечении металлов даже при 
ведении процесса выщелачивания в мезофильных условиях.

Применение ассоциаций разных видов хемолитотрофных бактерий в 
про-цессах выщелачивания показало, что эффективность "универсальных" 
серо- и железоокисляющих бактерий в извлечении металлов значительно 
повышается при их совместном выращивании со специализированными 
сероокисляющими бактери-я м и

4։iiuiiupi|li| I и|]1|фиф Ь Ошфппф luufiptui|iujp|i hiuhp։up։upiuj|։(i p։u։’mli|> 
■iJHU|iiu|։|iu<l'.։iu(j plipiuqnni Ша<|(»ф]>| Ь рЬрйл’ф! p'.u’iuibphiuubpli iuljuip<|ritpjiuG 
Imttflitftuuitulpiifi JimiudlhuuJipnipjniG; °hur.qi|U[ I. рЬри:П>|1| puilp)P>pliiuGbp|i luntuijbpu֊ 
pinihp п1иг.шцй111ф IppqthuG qnpftmd GnijGjiulj unjpmpjiutjtfwG ujfuicjbup i?bqii.]J|i| 
upuji1iu(։(il։p։n։l фирЬф։г.-₽Ь|5п||1рпи։рп!|> piui|inbp|nu(ibp{t tiiiuppbp uil>uiul|Gbpji hiu- 
uuHiginpjinlilitip]» 1фр։иппШр uiwpiup|iuqtfiuG iqpnghiniiti gnifo t uitjlq. np ddhiiip U 
liplpup upujupuqijmi ntlcjujlipuiuj p։ulpnbplituGl«pli ։u|HijiuG4i<?liuinipjmG|i ։jt»։»jiuq(ihp|i 
l|B|K]tf'.uG u|piujhujn։> qqiiq|inpLG pUjpApiufinid I dftniGp opu|upugGnq 
ihuit(huq|-. nuqi|iuiT p։ulj'.iilip|nu(ihp|։ bbui hiununiiL:’ mfilujdiuli upujiiiufifilipniiJ-

Comparative activities of mesophilic and thermophilic bacteria in leaching of pyrite 
and Shamlugh dump ores in Armenia have been studied. The superiority of 
thermophilic bacteria in metal recovery even when leaching process is earned out at 
the mesopnillc conditions has been established. The efficiency of universal sulfur 
and iron oxidizing bacteria was considerably increased in the combination with sulfur 
oxidizing bacteria.

Хемолитотрофные бактерии-выщелачивание металлов.

В практике бактериального выщелачивания металлов из руд и 

отвалов в основном используются "универсальные" серо- и 

железоскисляющие бактерии Thiobacillus fe.reox’dans [I]. Однако 

микрофлора сульфидных месторождений Армении представлена 

широким разнообразием хемолитотрофных бактерий. Среди них 

впервые описанные в Армении бактерии Leptospirilfum ferrooxidans, 

способные окислять только закисное железо [4], и Thiobacillus 

erganoparus, участвующие в окислении восстановленных соединений 

серы [5].
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Исследованиями ряда авторов показана перспективность 

использования термофильных бактерий в выщелачивании металлов, в 

частности, в предобработке золотосодержащих руд и концентратов с 

целью увеличения выхода ценного металла при его получении 

традиционным методом [7.9]. Нами из сульфидных месторождений 

республики выделен и описан новый подвид умеренно термофильной 

бактерии ЗиКоЬааШиз Мегтсзи1Я4оохк1ап$, способный окислять 

закисное железо и элементную серу (3). Подробная 

морфофизиологическая характеристика представлена в ряде работ 

га- ‘

Настоящая работа посвящена изучению сравнительной 

активности мезофильных и выделенных нами термофильной серо- и 

железоокисляющей бактерий и их ассоциаций в выщелачивании меди 

и железа.

Материал и методика. Объектом исследования служили выделенные 
нами следующие виды хемолитотпофных бактерий. ТЛе!гоох1с1опз (шт.4), 
С/еггоохк!апа (шт.50), Т.огдапорагиз (шт.13) и термофильный 
8ЛЬэт1Ози1Я4соХ1аап$ (шт.41). Бактериальному выщелачиванию подвергали 
минерал железа-пирит (РеБг ) и отвал 4-7 забалансовой руды *Шамлугскогс. 
месторождения. Опыты по выщелачиванию проводили в колбах 
Эрленмейера в условиях периодического культивирования бактерий в 
режиме встряхивания (1«0 об/мин). В качестве выщелачивающего раствора 
служили средькЛётёна (!) - при использовании мезофильных бактерий г 
БрайерлИ [1] - при использовании термофильной бактерии. Биомассу 
бактерий определяли по белку методом Лоури. Количество ионов железа 
определяли комплексометрически трилемом Б.Медь определяли 
колориметрически [8].

Результаты и обсуждение. В табл. I приведены данные 

сравнительной активности термоацидофильных и мезофильных серо- 

и железоокисляющих бактерий в выщелачивании пирита.

Как показывают данные таблицы, окисление пирита ускоряется 

о 4.8 раза в присутствии ТУеггоехк1ап$ и 6.3 раза з присутствии 

8Лпегтози№доох1бапс (шт.41) по сравнению с хими-ческим контролем. 

Следует отметить, что превосходство термоаци-дофильной бактерии в 

выщелачивании железа при окислении пирита наблюдается при 

температуре ЗОо , не являющейся оптимальной для данной культуры

9



Таблица I. Выщелачивание железа при окислении пирита 
^^^ф^ь^ыми Ъ & термофильными серо- и железсокисплющим и 
8 б£#?®риямк (время культивировании -12 дней, т.ж-1:20, 30°)

Использованные 
штаммы бактерий

рн 
начальный/ 
конечный

Количество 
выщелочен
ного ге. мг/л

биомасса, 
белок г/л

Контроль без бактерий 1,9/1.9 53210 -
Г /еггоох/Запз, шт 4 1.9/1,5 2576+21 0,048
£ /еггоох/с/алз, шт 50 1.9/2,0 532114 0
8.01егтс$иМс1оох14апз
зиЬр. азрогодепез, шт 41 1.9/1,4 3360113 0,089

Никакой активности в окислении пирита не проявляют бактерии 

1Шегтсох1с!ап$, способные окислять Ре2+

О высокой окислительной активности термоацидофильной 

бактерии свидетельствуют также данные об изменении pH среды и 

увеличении биомассы бактерий (табл I)

Выщелачивание отвала руды Шамлугского медно

колчеданного месторождения (Алаверди) проводилось в условиях 

периодического культивирования бактерий. Результаты опытов 

представлены в табл.2.

Таблица 2. Выщелачивание отвала руды Шамлугского место
рождения чистыми культурами хемолиготрофных бактерий и их 
ассоциациями (время культивирования- 26 дней. pH 2,4. г ж-1:5. ЗОо)

Использованные 
штаммы бактерий

Конечный 
pH

Выделено мг/л

Ре
Контроль без бактерий 3.0 25210 50
Т./еггсох;с/апз, шт 4 1.8 2016+14 120
!_./еггоох.с/апз, шт.50
8 1Ьегтози1/1Роох/<1апз

2.65 532114 60

зиЬэр аэрогодепез шт.41 1,9 1992121 120
Т огдапорагиз шт. 13
Т. /еггоох։Рапз шт 4+

3,05 224+0 50

+Т. огдапорагиз шт. 13
1. Геггоохк1апз шт.50+

1.8 229218 135

+ Т огдапорагиз шт. 13
8 П1егтози1Яс/оохШалз 
зиЬзр азрогодепез шт.41 +

2.9 730114 70

+ Г огдапорагиз шт. 13 2.6 2346+13 130

Как показывают данные табл.2, по активности выделения 

железа и меди при выщелачивании отвала руды термоацидофильные 

бактерии не уступают Т.(егтоох1<3апс, ускоряя процесс примерно в 8 

раз. В присутствии 1Лен'оох1с1ап$ выделение железа увеличивалось

։о 



эсс-го в 2,1 раз. Никакого ускорения процесса окисления руды не 

наблюдалось при использовании сероокисляющей бактерии 

Т.ог дапора/из. Однако при совместном выращивании Т.огдапорагиз с 

культурами Т.^ег'оох1дапз, Ь.?ап’с;охк1&пз и 5. Мкзп7ЮяиШ&с хюапз 

наблюдалось значительное увглич.ннэ скорости окисления Ее2+ по 

сравнению с монокультурами. Так. эыдел-э'гле железа при окислении 

руды ускорилось з 9.1; 2,9 к 9,3 раза в ассоциации Г огдапорагиз 

соответственно с Т. {е1ТО2>:1с1апз, I֊. (аггоих՝1вапз и 3.!Негтози1Ас1о- 

ох!дапз.

Ускорение процесса окисления руды ассоциацией узкоспе- 

циглизированной бактерии ՛ [еггоох1с1апа и сероокисляющей бактерии 

Т.агдапорагиз можно объяснить получением эффекта "универсальной" 

бактерии при их совместном выращилании» Что касается 

положительного эффекта ассоциации Т. р^дапрррги.з с "уни

версальными" бактериями, то это может бьггь связано с другой 

проблемой

Известно. что сульфидокисляющая способность хемолито- 

трофных бак.'::гр/»й складна? лс . из со с :..с-н ю сульфцдокисляющей 

активности, з также серо- и желе’■ окисляющей активностей [81. 

Предполагается, что Рё2+ является и- -■ гс-льным субстратом для 

"универеалы- ыу" с ил. эий и ЗЛЬегтози1Ла'о-охк!аг.з.

Г ; ■: выщелачивающих раст орьх всегда имеется достаточное 

его -ютво. то киспнющая активность этих бактерий 

зачастую подавляется или очень слабо выражается. Поэтому 

внесение с £ роскисллющей бактерии з выщелачивающую систему 

приводит к дополнительному об. ?. ՝с:-֊: :/.ю серной кислоты, что а свою 

бч:՛.. гД1 сп собстеует ускорению с.к‘: зления сульфидных минералов

Таким образом, т&рмогщидс. Сильные бактерии $."1егт6$и!й- 

.. хмдапг превосходят УУ&ггоохМапз как в окислении сульфидных 

ми^ тралов , так и сульфидных руд. Внесение в выщелачивающую 

систему серооЯ'ИслЯюЩей бактерии приводит к значительней 

1՛ пенсифичаиии процесса окисления как при участии Т.[егтоох1<1ап5. 

так и 3.1Ьегто5и1^осх1՝дап$.

Выполнение данной работы частично обеспечивалось гран

тами МНФ (Сорсша) ИУ ЮОО и Ассоциаций ИНТАС ЕС 93-3512.
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ОБ ЭКОЛОГИИ ЭКСТРЕМОФИЛЬНЫХ ФОРМ БАЦИЛЛ В 
ОСНОВНЫХ ТИПАХ ПОЧВ АРМЕНИИ

А.А. ХАЧАТУРЯН, Н.Л. КАЗАНЧЯН, НС. ХАЧАТУРЯН. М.О, АДАМЯН. Л.А.
ХАЧИКЯН

Институт микробиологии НАН Армении. 378510 г. Абовян

Установлено, что факультативно термоф'лльныв и алкалофильные 
формы бацилл распространены в разной степени во всех основных типах 
почв Армении. Облигатные термофилы вида Bacillus stearothermophilus 
встречаются в черноземных, горно-каштановых, лугово-бурых орошаемых 
почвах и в мелиорированных солончаках. Облигатно алкалофильные 
штаммы бацилл - В. alcaiophilus и В. alcaiophilus ‘'subsp.halodurans՞ 
обнаруживаются в каштановых, бурых и особенно в солончаковых почвах. 
Термо-ацидофильные штаммы выделяются из лесных почв и черноземов. 
Галофилы определяются в карбонатных черноземах, бурых и солончаковых 
почвах.Հաստատված Լ որ Հայաստանի րոլոր հիմնական հոդասւիպերամ րւսցիլների ֆակոգսւասփվ ջերմասեր ե հիմնասեր ձևերը տարածված ես ւասրրևր րանակաթյամը: Օրլիգաա ջերմասեր Bacillus stearothermophilus տեսակի րսսփլնեոը հանդիպում են ոևահոդերամ, մելիորացված ադոէա-ալկաւի 1ւողերո։մ: Օրւխրսսւ հիմնասեր 13. 
dcalophilus ե B. alcalophilus "subsp. haloduruns" տեսակների շտամները հայտնաբերվում են շագանակագույն. գորշ ե, հատկապես, սպուա-ւպկւպի հոդերում:Ջերմաբբվասեր բացիլների շսոսմները մեկասացվուճ են անտառային ե շագանակագույն հոդերից:Ադասեր րացիլները որոշվում են կարբոնատս) փն սԽսԽւդ երում, գորշ ե ադատ-սղկափ հոդերում:
The distribution of various quantity of facultative thermophilic and alwlopbilic fonns 
of bacilli in all main types of soils of Armenia was revealed The ob’jgaiiw ther mophiles 
of species Bacillus stearoihermophihis appeared in (he chernozems, mounfrin-chcsnul, 
meadow-brow irrigated and in meliorated sailed soils. The obligative alcalophilic 
strains of bacilli B. alcalophilus and B. a1calopl՝rlus "subsp.finlodursns'՛ arc found in 
chesnut, brown -nd especially in sailed soils. The thcrmoacidophilic strains ar? 
distinguished in forest soils and chernozems. The halophiles arc determined in carbonate 
chernozems, brown and salted soils.
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Почвы - микрофлора,-, бациллы - алкалофилы - термофилы - термо֊ 
ацидофилы - галофилы.

Своеобразные особенности метаболизма экстремофильных 
микроорганизмов и способность противостоять экстремальным 
аозгействиям могут быть использованы в производстве. 
Амилолитические, протеолитические и другие пенные ферменты этих 
микробов широко исследуются и находят свое применение в 
микробиологической промышленности (3. 4. 20]. Установлена 
приуроченность экстремофильных форм микроорганизмов к 
разнообразным естественным местам обитания с особыми условиями 
окружающей среды (1. 8, 7, 17].

Из специфических субстратов выделены и изучены штаммы 
бацилл, диагностированные как Bacillus subtiiis, В. Heheniformis, В. 
pumilus, Б. coagulans, 3 circulans, В. macerans, В laterospcrus, В. brevis 
В sphaericus. способные расти в диапазоне температур от 35° до 75°. 
и истинно термофильный вид В stearorhermophilus с температурным 
оптимумом роста 50-65° и максимумом 75° (1, 4, 7]. Среди бацилл 
обнаружено несколько организмов, устойчивых к щелочной и кислой 
средам с pH, приближающимся к 10 или к 3.5 - 4,0 [7, 14. 18]. 
Выделены и изучены штаммы В. cer&us и В circulans, устойчивые к 
щелочным условиям (4]. Из горячих и кислых горячих источников 
выделена гетеротрофная бактерия В. acidccaldsnus с оптимумом pH 
среды роста от 2 до 6 и температурой от 45° до 75°. Выявлены 
штаммы В. coagulans, которые имеют оптимум pH среды роста от 3 до 
4 и температурный оптимум 37-60° [14]. Известно, что бациллярные 
штаммы либо галотолерантны, то есть выдерживают присутствие 
высоких концентраций солей, либо умеренные галофилы, хорошо 
растущие в средах, содержащих 0,5 - 2,5 М хлористого натрия (1. 19].

В почвах Армении изучено лишь распространение алкало- 
филов и термофилов в солончаках (3. 6]. Между тем большое разн- 
образие эколого-географических условий Армении с ее выраженной 
вертикальной зональностью (5, 8] и значительная бациллярная 
заселенность разных почв [2. 9. 10] могут служить основой для 
экологических исследований в направлении изучения почв как мест 
обитания экстремофильных бацилл и источников выделения этих 
организмов.
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Материал и методика. Выделение штаммов* экстремофильных форм 
бацилл осуществляли методами накопительных культур и прямого высева 
разведения навески образца на питательные среды. Образцы почв брали с 
глубины 0-25 см. Условия культивирования и среды соответствовали 
требованиям выделяемой экстремофильной формы бацилл - для 
термофилов использовали пептон-крахмапъно кукурузно-дрожжевую среду 
(pH 7.0-7.2), культивирование проводили при 56-60° в течение 24-48 ч. лля 
алкалофилов использовали питательную среду Хориксши [7] с pH среды 9֊ 
10,0 и с выращиванием при 30-37° в течение двух-пяти суток; для термо- 
ацидофилов применяли среду Брока (15) с инкубацией при 56-60° в течение 
24-48ч Мезофильные и термоустойчивые бациллы выделяли на мясо- 
пептонном агаре (МПА) и МГ.А с сусло (1:1). Монокультуры сохраняли на 
специфических для каждой формы питательных средах.

Тестирование признаков для диагностики культур осуществляли 
согласно методам (15] с корректировкой условий в зависимости от 
потребностей изучаемой экстремофильной формы бацилл Штаммы 
идентифицировали до вида с помощью диагностических ключей 
определителя Берге [12] и с учетом характеристик этих бактерий в 
первоисточниках [7, 13. 14. 17]

Результаты и обсуждение. Поскольку а специальных работах 
детально описаны все эколого-географические зоны и типы почв 
Армении [5, 7], считаем возможным непосредственно перейти к 
характеристике бациллярной микрофлоры изученных нами основных 
типов почв.

В результате проведенных работ из анализируемых почвенных 
образцов выделены экстремофильные формы аэробных 
спорообразующих бактерий, относящихся к термофилам (255 
штаммов), термо-ацидофилам (25 штаммов), алкалофилам (235 
штаммов) и галофилам (37 штаммов,. Штаммы тестированы, 
идентифицированы до вида и включены в коллекцию культур 
микробов Института микробиологии НАН РА (ИНМИА) Кроме того, 
для сопоставления численности и видового состава во всех образцах 
определены также мезофильные бациллы.

В таблице обобщены средние показатели количества разных 
форм бацилл, изолированных из почвенных образцов.

Микрофлора горно-луговых и черноземовидных почв довольно 
скудная, отличается средней активностью[9] Как видно из табл., 
мезофильные бациллы определяются в пределах до 12.8-14.7 млн/г 
почвы. На этом фоне термофильные и алкалофильные формы 
бацилл (факультативы' выделяются также в небольшом количестве: 
от 0.2 до 1.2 тыс/г почво! - термофилы и от 0,5 до 12,4 тыс/г почвы - 
алкалофилы. На жизнедеятельность микроорганизмов в этих почвах 
неблагоприятно влияют холодный климат реакция среды почвы и 

солнечные лучи.
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В. видовом отношении з этих г.очзах вместе с мезофильными 
видами В. ритНие и В. с1гси1ап$ определяются ш гаммы видов В. 
зиЬМНз, В. Испе-п1/огт13, В. тусо/без и В. с։гси1ап$ со сравнительно более 
высокими температурными пределами роста (+30о - +600- 
факупьтативы) и штаммы видов В. теда(епит и В. с&геиз - с 
аякалофильными признаками (pH роста 9,0). 
Таблица. Распространение зкстремофильных форм бацилл в 
основных типах почв Армении.

Типы лочэ Число 
образ

цов

РН М-баштллы, 
млл/г 

ПОЧВЫ

Экстре?лрфилы гыс/г почвы

Т* АК ГФ Т-АО

Горна-лугозые 15 5,5-8.5 12.8 0.2 5.0 0 0

Черноземовмпные 7 6,5-7.0 14.7 1.2 12.4 0 0
Горно-лесные

бурые 12 5,6 15.7 16,2 3.4 с 0
коричневые 20 6.6 22,0 20.3 23.5 0 0.4

Черноземы 
выщелоченные

целике 7 5.3 34,4 11.2 22.0 0 0
пэшнг 8 5,8 31.2 11.8 26,0 0 0 2

Типичные
целина 11 6.0 27.6 21.2

с
44 0 0 0 .

пашня 14 6.8 23.9 20.2 45.0 0г2 0
Карбонатные

целима 10 6.9 24.5 12.5 54.0 4.0 0
пашня 18 8.0 23.6 13.3 60.0 10,0 0

Каштановые
целина :о 7.5 15.0 16.0 10.0 с (1
пашня 20 7.6 18,4 200 24.6 0.4 0

Бурые, целина 6 7.2 2.8 12.0 20.3 2.0 0
пашня 5 ’ 7.5 4.7 14,0 33.0 4.4 0.2

Лугово-бурые
орошаемые 10 8.2-9.0 16.8 14.0 80.0 37.0 0

Солонцы-солончаки
целина 21 8.6-10.1 1.0 0,4 100 5.2 0

мелиорированные 25 7,8 6.4 0.8 1СО 10.0 0

’Условные обозначения: М-мезофилы, Т- термофилы, АК- алкалофилы, ГФ 
галофилы, Т-АЦ- термо-ацидофилы.

Численность мезофильных бацилл в лесных бурых почвах 
горной песней зены Армении доходит до 15,7 млн/г почвы, количестве 
термофилов и алкалофилов равно 16,2 и 3,4 тыс/г почвы 
соответственно.

Г орные коричневые лесные почвы характеризуются 

гумусированностью в верхних горизонтах. Эти почвы обладают 
высокой биологической активностью (10, 11] В них число аграрных 



бацилл доходит до 22.0 млн/г почвы. Количество экстремофильных 
бацилл также сравнительно высоко: термофилов - 20 алкалофилов ֊ 
23,5 тыс/г почвы.

Выделенные из горно-лесных бурых и коричневых ппчв 
бациллы диагностированы как В. pumilus, В. cereus , В. circulans и "В. 
agglomeratus". Факультативно термофильные формы из этих почв 
отнесены к В. licheniformis и В. circulans, а алкалофильные - к В. 
pumilus, В. cereus, В. megateuum и В. circulans.

Черноземы Армении представлены. выщелоченными, 
типичными и карбонатными подтипами. Исследования почвенных 
образцов черноземов для выявления экстремофильных форм бацилл 
показали, что на фоне высокого содержания мезофильных бацилл, 
что объясняется большим количеством органических веществ, эти 
почвы населены также термофильными и алкалофильными 
штаммами. При этом последних значительно больше в карбонатных 
черноземах. Аналогичная картина наблюдается в горно-каштановых и 
бурых (особенно орошаемых) почвах.

В черноземных почвах наряду с мезофильными видами В 
pumilus. В.cereus. B.megaterium, B.mycoides, B.polymyxa встречаются и 
алкалофильные формы этих же бацилл. Там же обнаруживается 
наличие штаммов облигатно-термофильного вида В. 
stearothermophilus и вида В. circulans с высокими температурными 
пределами роста (37-65°).

Г орно-каштановые почвы, содержащие довольно большое 
количество органического вещества (до 15-18% гумуса), являются 
источником получения разных форм экстремофильных бацилл. Из 
образцов этого типа почв выделяются штаммы термофильного вида 
В. stearothermophilus и алкалофила - В. alcalophilus "subsp. halodurans*.

В бурых и лугово-бурых орошаемых почвах наравне с 
мезофильными В. subtilis, В. cereus , В. megaterium. "В. idosus" и 
Bacillus sp. ("mesentericus") определяются факультативные термофилы 
вида В. licheniformis и алкалофилы видов В. licheniformis, В. cereus . В 
megaterium, а также облигатный алкалофил вида В. alcalophilus.

Солончаковые почвы Армении отличаются очень низкой 
биологической активностью, что обусловлено высоким содержанием 
солей и щелочной реакцией среды. В этих условиях среди мезофилов 
преобладают термостабильные, преимущественно черных и бурых 
цветов бациллярные формы ("B.mesentericus"). Их численность в 

16



мелиорированных солончаках равна 6,4 мля/г почвы Число 
алкалсфипьных бацилл как е содовых, так и в мелиорированных 
солончаках достигает 100,0 тыс/г почвы. Число термофилов в этих 
почвах невелико (0.4-0.8 тыс/г почвы)

Солончаковые почвы богаты облигатными алкалофильными 
формами бацилл видов В. ак:а!орЫ1из. и В а1са1орИииз "зиЬзр. 
Ьа1одигал$п. А. мелиорированные по’-’вы, обогащенные органичес
кими ве1цэствами и расположенные в Араратской равнине о жарким 
климатом, являются источником специфического облигатно 
термофильного вида В.з1еаго1ЬегторЬНиаг там же нередко обнару- 

(живаются облигатно термофильные штаммы вида В. &гси1апз.
Галофильные-штаммы бацилл, требующие для своего роста до 

15-17 % НаС1 в среде также выявляются в солончаковых, бурых и 
каштановых почвах. По своим свойствам они приближаются к видам 
В. зрЪаепсиз и В. /азИдюзиз, однако для уточнения диагноза 
нуждаются е дальнейшем исследовании

Термо-ацидофильные бациллы встречаются, но в небольшом 
количестве в лесных коричневых, выщелоченных черноземах и бурых 
почвах в условиях кислых или нейтральных pH почв. Изолируемые из 
этих почв термо-ацидофильные штаммы сходны по своим свойствам
с видом В. аа'дссаМапиз.

Таким образом, результаты исследований позволяют 
заключить, что факультативные термофильные и алкалофилоные 
штаммы бацилл распространены в разной степени во всех изученных 
типах почв Армении. Облигатные термофилы определяются в 
черноземах, горно-каштановых лугово-бурых орошаемых и 
Йелиррйрован тых солончаках. Наиболее богатым источником 
алкалофильных и галсфипькых штаммов бацилл могут служить 
солончаковые почвы, как целинные, так и мелиорированные. В 
количественном отношении термофилов выделяется меньше, чем 
алкалофилов, что. вероятно, можно объяснить резко 
континентальным климатом Армении.

Одни и те же таксономические единицы могут проявлять 
различное отношение к температурам роста и pH средь;.

Работа финансировалась грантами 
Ассоциации ИНТАС ЕС 93-3512.
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ЦИКЛОМАЛЬТОДЕКСТРИН ГЛЮКАНОТРАНСФЕР АЗА.
■ ГАЛОФИЛЬНОГО БАЦИЛЛА

М. О. АДАМЯН. 8.А. АьЕЛЯН 
г

Институт микробиологии НАН Армении. 378510, г. Абовян 
г

Впервые обнаружена ВВВцикломальтодекстрин глюканотрансфераза 
у галофильного бацилла. Фермент очищен до злектрофорэтически 
гомогенного состояния осаждением его на полимере смеси альфа- и бета- 
циклодекстриноз с последующей ионообменной и гзль-проникающей 
хроматографией. Определены оптимальные условия проявления 
каталитической активности и некоторые биохимические свойства фермента.

Цфшй'П թաղիքների iluui աոաջին անգամ հայտնարերոխլ է ցիկլոմւսյսւոդԵթստր]յն 
(|Ս«։կանւէայ«սնէ1ֆնրւԱ4 ֆերմենտը: Ներմենտլւ մաթրվե| Լ մինչև Աևկտ|ւ։սֆէւրեսփն 
հւսմասէտ վիճակ՛ ալֆա- և բետա- (յիկւորհջսարինննրի խսանարւլի պոփմերի վրա 
նսսւե<յմ։սսր և խւն-փօխւսնակշափն րրոմւսւոոզրւսֆխսյի և գեէ-ֆի|ս։րա։|իայի օղնու- 
բյւտկ»՛ Որո’վե| են ֆերմենտի կսւաափաիկ ակտիվության համար թսվաւյայն 
պսցմ*սն*ճերր, ինչպես նան որոշ կննսաքիմխսկան հատկություններ:

A)nong the halophilie hncilli the cyclomaliodcxtrin glue a no trans fora sc (CGTnse) was 
Hk-nltfitfd in the first lime. The enzyme was purified to an cleclropborctic»lly 

-huitiogcnvou*. slate using cyclodcxlrin polymers as affinity supporters followed by 
ehipmntogHiphy on DEAE-Tuyoperi and gd-fikration on Sephadex G-150. Several 
biochemical and physico-chemical properties of the enzyme obtained hnve К .ui studied.

Гшюфильныи бацилл • цикломальтодекстрин глюканотрансфераза - 
ииклодекстркны

Цикломальтодекстрин глюканотрансферзза (1.4-альф а-Д- 
глюкан 4-апьфа-Д-(1.4-зльфа-Д-глюкано)-трансфераза, циклизиру- 
ющая. КФ 2.4 1.19. ЦГТ-аза) способна осуществлять по крайней мере 
три различные реакции: внутримолекулярное и межмеле-кулярное 
трансглккозмлирование. а также, гидролиз крахмала или 
цикподекстриноз (ЦД) [10].

Все известные до настоящего времени продуценты ЦГТ-азы 
принадлежат к мезофильным, термофильным и алкалсфильным 
бактериям [1-3]

В настоящей работе приведены основные свойства ЦГТ-азы из 
галофильного бацилла.

Материал и методика, В работе использовали аэробную споро- 
обрззующую галофильную бактерию Baciiius sp. Г-177 из коллекции культур 
микроорганизмов Института микробиологии НАН Армении. Культуру 
выращивали в глубинных условиях при 37е з течение 48 ч на питательной 
среде следующего состава (г/л): картофельный крахмал-20.0; пептон-10,0. 



дрожжевой экстракт-1,0; NaCI-150,0; KCI-2.0; MgS04.7H20֊20,0, цитрат 
натрия-3,0; pH 7.0-7,2.

Для концентрирования фильтрата культуральной жидкости 
попользовали ультрафильтрационные мембраны нл полых волокнах АР-0,2 с 
фильтрующей спссоГ.чостъю 15 кД 
Циклизирующую активность определяли метилор'«нж-м- льтотриозным 
методом (8]. За единицу активности принимали Калите ст ас форманта, 
которое продуцировало I мкмоль ЦД в мин. Декстра визирующую активность 
определяли согласно описанному методу [3} За единицу активное?!' 
принимали количество фермента, которое га 10 мин б заданных условиях 
реакции конвертирует 50% крахмала.

Белок определяли по Лоури (7) Гомогенности фермента проверяли 
электрофорезом в полиакриламидном геле (ПААГ 7,5%) с Ds-Na (6]. 
Окрашивание белковой полосы проводили Кумасси бриллианте во-голубым 
G-250 ("Sigma". США?

Аминокислотный состав ЦГТ-азы определяла на аминокислотном 
анализаторе ААА 339 фирмы "Mikrotechna' (Чехословакия) после гидролиза 
препаратов 6н HCI в течение 24ч при 105°

Приготовление полимеров ЦД проводил/, согласно описанному 
методу (4).

Результаты и обсуждение. Для первичной аффинной очистки 
ЦГТ-азы использование полимеров из чистых альфа- бета- или 
гамма-ЦД не дало достаточно удовлэтворитс-льных результатов по 
специфическому связыванию фермента как а количественном 
отношении, так и по прочности ЦГТ-ааа десорбировалась простым 
промыванием теплой водой

Наилучшие результаты получены с использованном полимера 
смеси альфа- и бета-ЦД. который отличался высокой связывающей 
способностью Прочность и селективность полученных комплексов 
очень высокие - десорбция ЦГТ-азы не наблюдалась даже при 
промывании носителя IM раствором NaCi

Элюция была возможна только в присутствии альфа- или -бета- 
ЦД- Полученный элюат диализовали против водопроводной воды, 
концентрировали ультрафильтрацией и пропускали через колонку с 
ДЭАЭ-тойоперлем 650 М (2x20 см). Элюирование белков проводили 
линейным градиентом раствора эльфа-ЦД (0-10 мМ) в 0.01 М 
фосфатном буфере (pH 7,0). Объединенные активные фракции 
диализовали против дистиллированной воды и концентрировали. 
Дальнейшую очистку осуществляли гель фильтрацией на сефадексе 
G-150 (2x50 см).

Полученная ЦГТ-аза оказалась гомогенной по данным 
анализов на Ds-Na-ПААГ я гель-фильтрации на Биогеле Р-150 s 
присутствии 0.1% Ds-Na.

Результаты очистки суммированы в табл 1
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Таблица 1. Характеристика ЦГТ-ззы галофильно^о штамма Г- ■ 

'77 на разных стадиях ее очистки.

Стадии Общий Общая Выход. Специфи Степень
белок, актив % ческая очистки
мг ность, актив

ед ность.
ец/мг
белка

Культуральная 
жидкость 722 1600 100 2,2

Адсорбция на поли
мере альфа- и
бета-ЦД (1.1) 14.6 1200 75,5 82.0

Хроматография на
ДЭАЗ-тойо?ерле 6.3 860 • 54.1

•

136.0

'Гель-фильтрация на
Сефадексе 0-150 5,1 7754 48 7 152.0

1.0

37.3

62.0

69 1

Изученный фермент свою максимальную дехстринизиру-ющую 
активность проявлял в пределах pH 5,9-9,0 с оптимумом при pH 7.0 
(табл 2) Однако при 50° и в течение 1.5ч ЦГТ-аза практически 
Полностью инактивировалась в диапазоне pH 4.5-5.5 Она проявляла 
здсокую стабильность только 8 узком интераале pH. 6.5-7.5

Таблица 2 Влияние pH на активность ЦГТ-азы галофильного 
бацилла (смесь 2% крахмала я фермента (10:1) & 0,01 М буферном 
растворе инкубировали при 50° е течение 5 мин)

■ ------------ -----------------------------------------------------
pH • Активность. % от максимальной

5.95
6.85
7.95 
8.25
5.55 
8.8
9.25

93.6
100
97.2
97
90.6
82.9
79.8

8 зависимости от температуры активность фермента 
явственно не менялась - сна практически одинакова в пределах 
ператур 45-760 с оптимумрм при 60-620 (табл 3) ЦГТ-аза 
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достаточно стабильна при температурах до 55° однако при более 
высоких температурах происходит ее резкая инактивация.

В отличие от большинства известных !_1ГТ-аз. стабильность 
которых в значительной степени зависит от присутствия ионов Са"2 и 
ингибируется ионами железа, меди или бария [3, 5, 9]. на данный 
фермент стабилизирующее влияние оказывают ионы Ее+$. Со+2. 

Ва*2. а ингибирующее -2п+2 .

Таблица 3. Влияние температурь/ на активность ЦГТ-азы 
галосрилъного бацилла (смесь 1 мл 2% крахмала (pH 7,0) и 0,1 мл 
ферментного раствора инкубировали при различных температурах в 
течение 10 мин).

Температура. °С Активность от максимальной. %

41 87.6
46 93.2
51 96
56 98
62 100
66 99.3
70 99.1
76 96,3

Ионы Мп*2 , Мд+2 и Са+2 практически не проявляют никакого 
эффекта (табл 4).

Изучение аминокислотного состава ЦГТ-аз из галобоиилла в 
целом не выявило каких-либо существенных отклонений ст таковых, 
идентифицированных для ферментов из мезофильных, алкапофиль- 
ных и термофильных бацилл [1]. за исключением высокого содержа
ния цистеина.

Определение Кт и Л/тах Д^ло следующие результаты: 2,5 ± 

0,03 мг/мл и 0.66 ± 0,01 мг/мин по крахмалу.
Очищенная ЦГТ-аза из 10% крахмала образовала бета-ЦД с 

выходом 27%, а в присутствии 5% толуола или 1% трихлорэтилена- 

52% . ’
Изложенные данные выявляют ряд характерных свойств ЦГТ- 

азы. продуцируемой галофильным штаммом спорообразующих 

бактерий.
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Таблица 4. Влияние различных ионсз метддпре на активность 
ЦП֊ азы (фермент диализовали против диотидрщроаанной воды в 
течение 24 ч и инкубировали в водном растере^ нонсф. pH 7.0, при 50° 
30 мин)

Добавки Концентрация. мН ' Остаточная активность. %

Без добавки • 100
MnCh 1,0 100.8
CaCl2 1,3 101.6
MgCb 1.0 101.8
ZnCt2 1.0 67.8
FeCb 0.5 102.8
CuCl2 0.5 98,9
CoCI2 0.5 102,4
8aCi2 0.5 102.3

Наиболее отличительной особенностью ее является высокая 
продуктивность бета-ЦД. С другой стороны, факт образования ЦГГ- 
азь: гапофильными бациллами имеет теоретическое значение и 

(сширяет области поиска этих ферментов.
Авторы выражают признательность сотрудникам Института 

жробиолргии НАН Армении Балаяну АМ и Арутюнян Ас за 
действие при выполнении данной работы

Выполнение данной работы частично финансировалось гран
тами МНФ (Сороша) R* 2 3 4 5 6 * 8 9» 1000 и Ассоциации ИНТАС ЕС 93-3512.
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ПРИМЕНЕНИЕ НЕКОТОРЫХ ПРОИЗВОДНЫХ 
ЦИКЛОДЕКСТРИНОВ В ХРОМАТОГРАФИЧЕСКИХ АНАЛИЗАХ

Р.А.КИРАКОЗОВА

Институт микробиологии НАН Армении. 373510, г. Абовян

Проведена сравнительная оценка разделительной способности 
сорбентов для газожидкостной хроматографии содержащих производные 
бета-циклодекстрина в качестве неподвижной жидкой фазы Отмечено 
повышение эффективности и селек-тивности колонки при использовании ее 
для разделения различных органических соединений

ih։iiu'JliiuH|։ju|l>| l«fi иниррЬр 1|р1щГ»|։рр pwdiufi)։; mGiulpnpjntGp qwq-hhqml|Uij|ifi 
pjuiihumnqjiiul|>tiiuj)i upujtfnjGlitpnnL n|inlip npu|l«u mfipiupd 11Ьцп1!|ш;Ьй puiqiu 
uiiupnilhuljmti hG pliuiiu-ghhPijhpuujpJifi (pLujiu- Q): nijg l шрфий. пр phunu- 4-|։ 
oquimqnpCnituG гбп^фЦ ршроршйшJ I piudniuj-p |unq։u|it։l{fil<p|j iup։uiH(iun|l»UHiipjfj։G|! 
1։ ulq’iljuifiijmpjnibp иниррЬр upqiuGuilpuO ОрнрЬр)։ ЫирпСшрЬрфц!» hiuihup

The comparative study of the viuious bcta-cyclodcXlrnu. -runlatning canitrs for the gas- 
liquid chromatographic separation nf the several organic compounds has been dvvckipend 
Tlie efficiency and selectivity of the carriers have been incrca-.cd din. to the cyclixtextrin 
using.

Циклодекстрины - газожидкостная хроматография.

Уникальная способность циклодекстринов (ЦД) образовывать 

инклюэионные комплексы может быть успешно применена для хро

матографического разделения различных органических соединений в 

том числе и рацемических смесей [5] При этом их можно исполь

зовать также для исследования продуктов асимметрического синтеза и 

биотрансформации, а также стереоспецифических ферментативных 

реакций методом газожидкостной хроматографии (ГЖХ) Считается, 

что для решения этой задачи определенную роль могут сыграть как 

свободные ЦД. так и их некоторые производные, используемые в 

качестве неподвижной жидкой фазы [4].

В данной статье приводятся результаты изучения разрешающих 

свойств некоторых производных бета-ЦД при их применении в качестве 

жидкой фазы в условиях ГЖХ.

Материал и методика Бета-ЦД был получек в лаборатории 
биотрансформации нашего института Синтез гептакис (2.6-дя-О-гетил-;- 
бутил-;-гексип)-бета-ци|ЩОдекстрина осуществлен согласно описанному 
методу [3]
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Метмлозые эфиры аминокислот приготовлены по 
модифицированному методу (!}.

Б качестве носителя использовался СИгогпэЮп ЬМЛ7-НМОБ с 
нанесенной не него жидкой фазой состава 5% 07-17 с различным 
содержанием производных бета-ЦД Носитель контрольной колонки 
содержал только 5% 07-17.

Анализ проводился на хроматографе серии "ЦЗ^Т-100М 3 работе 
использовались: ацетон г. бензол хроматографической чистоты и реактивы 
отечественного производенез марки хч" и "чцв"

Результаты и обсуждение. Среди синтезированных 

прои: годных бета-ИГ. предварительный анализ позволил выбрать 

гегггакис-(2.6-ди-0-гептил)-6ета-ЦД. который в дальнейшем был 

использован для разделения и идентификации различных углево

дородов, спиртов, альдегидов, некоторых ароматических соедине-ний. 

а также эфирных масел и метиловых эфиров аминокислот.

Анализ углеводородов показал что они удерживаются слабее 

на носителе, содержащем производное ЦД. чем не контрольном

[
сорбенте. Несмотря на это. введением =•• со..~ак ■ осителя ЦД удается 

произвести более тонкий анализ использованных соединений Так. 

число сопутствующих веществ идентифицированных в углеводоро-дах 
[от ундекана до пентадекана, несколько больше, чем в контроль-ном 

эксперименте С другой стороны, эта закономерность не наблюдается 

в случае с циклогексаном и деканом (табл 1)
В случае с алифатическими. спиртами от С-? до Св, а также 

I зтил-ацетатом. ацетоном, бутилацетатом, толуолом, ксилолом, 

бензолом никаких существенны; отклонений не было отмечено. В то 

же время колонке с производным ЦД позв-.лигг обнаружить з

Е
 бромгептане. кроме основного вещества, 6 сопутствующих соедине

ний. а колонка с контрольной жидкой фазой - всего лишь 2 примеси.

Анализ метиловых эфиров аминокислот показал, что амино

кислоты с ароматическими циклами сильнее удерживаются на колон

ке с бетз-ЦД, в то время как удерживание остальных изученных 

веществ на обеих колонках остается неизменным Ни в ТиМ. ни в 

другом случае не удалось обнаружить каких-либо примесей в эфирах 

аминокислот (табл.2)

тиености коленки с производным бэта-ЦД по сравнению с контроль

ной в отношении структурных изомеров лейцина (табл.2)
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Таблица 1 Разделение различных углеводородов с 

применением 2.5-ди-0-геягил-бета֊ЦД в условиях ГЖХ каменно- 

ионизационный детектор, газ-носитель гелий, расход 30 мл/мин, 

температуру колонок '16О0 температура испарителя 2100}

Время удерживания. Число сопутствующих пиков 
С

Соединение
с бета-ЦД контроль с бета-ЦД контроль

Г ексан 21 21 0 0
Гептан 23 ’ 23 0 0
Циклогексан 23 23 1 . 2
Декан 31 33 2 3
Ундекан 37 42 6 5
Додекан 50 54 3 2
Т ридекан 64 74 5 2
Тетрадекан 94 107 5 4
Пентадекан 135 / 158 7 5

Следует также отметить. что не удалось в данных условиях
эксперимента осуществить энантиоселективное разделение рацема-тов 
вышеуказанных аминокислот. Тем не менее; налицо факт селек-

Таблица 2. Идентификация различных аминокислот и их 
производных (условия см. табл. 1)

Метиловые эфиры
аминокислот

Время удерживания. С

колонка с бета-ЦД колонка без бета-ЦД

Мотил*Ок-Балин 30 30
Метил-Ок-Лейцин 44 48
Метил-к-Изопейцин 48 48
Метил-ОЫреонин 60 60
Метил-бензоил-Ск-Мет ионии 56 64
Метил-М-ацетил-0к-з-Аланин 83 88
Мётил֊0к-Лизнм 104 112
Метил-Ок-Метионин 168 160
МетиЛтОк-Ь’Фенил-а-Аланин 304 288

Анализ различных эфирных мзсел установил присутствие 

достаточно большого количества сопутсп ующих веществ во всех 

исследуемых объектах. Однако в случае с лимог.гном. терпинеолом и 

цедреном особенно ярко проявляется более высокая разрешающая 

способность носителя с производным бета-ЦД. С другой стороны, 

данная колонка была несколько менее эффективной при анализе 

санталола (табл.З).
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Число разрешенных пикон
Эфирное масло -----------------------------------------------—-------------

Таблица 3. Определенна стегани ыскгы различных эфирных 

масел (условия см табл. 1)

колонка с бета-ЦД колонам без бета-ЦД

Лимсчен 11 Ю
Цитронеллол 10 10
Шалфейное 13 13
Лэвандсьие 10 10
Линалоол 13 14
Геранилацетат 13 11
Терпинеол 13 12
Санталол 9 14
Цедрен 18 10
Цинеол . . 6 о
Ментон 15 1Б

В тех случаях. когда количество разделанных пиков оставалось 

неизменным, отмечалось ухудшение разделения пиков на колонке без 

содержания производного бета-ЦД

Таким образом, исходя из приведенных данных, можно 

в Заключить, что феномен инклюзии различных вешеств с ЦД может 

значительно изменять основные характеристики хроматографичес-когс 
[ разделения и в достаточной степени улучшать их. Для клпюс-трации 

| Приведем значение обобщенного критерия разделения, подсчитанного 

[2] для орте- и мета- изомеров нитроанилина. Для колонки с 

мэддржанием производного бета-ЦД он составил 3.3. а для 
В контрольной колонки -1.5 то есть исследуемая колонка по качеству 

I разделения значительно превосходит контрольную.

Данные исследования будут продолжены з условиях калилл- 

j ярных колоне.;, а также высокоэффективной жидкостной хромато

графии с целью выяснения знантиоселективных свойств полученных 
| производных.

Выполнение данной работы частично финансировалось гран

тами МНФ (Сороша) RY 1000 и Ассоциации ИНТАС ЕС 93-3512
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РАСПРОСТРАНЕНИЕ БЕТА-АМИЛАЗЫ У АЭРОБНЫХ
спорообразующих бактерий

А.В.ГАСПАРЯН

Институт микробиологии НАН Армении. 373510. г.Абозян

Изучено распространение бета-амилазы у культур разных сидов 
аэробных спорообразующих бактерий Выявлено, что синтез бета-амилазы 
преимушестзенно характерен для представителей видов Bacillus palyrnyxa, 
B.cereus. B.mycQjdes, а также BJhuririgfensis. Устанонпено . что у культур 
подвидов B.lhurtngiensis бета-амилазная активность проявляется с нзи&олеэ 
выраженной альфа - амилазной активностью

(hlintil(ituu|ipi|iud Г pl<:nm*ujd}i|iuq[j шшршЛшйд xutpnp uupjpninitiytuuijnn 
piul|u։lip|nu-(ibp|i шшррЬр шЪшиЦйЦф Ipuiuijitpiufthph urmv P։uij:uhmii.;idtr.d J;, np 
pl.ui:u-tud|ipuq|i u]j(iphqp iumui|bputqltn рйлрл; I Bacillus pvlyniyxu. B.wrrus, 
B.niycoidcs. |t(j‘։qtiu l։։ub B.thurii:iiifti:iis »uhu։ui։.’iLp|’. fib[ilpujuj4tinj|nb’up|i(i 
Лнццдшшфий I. tip R:hunnyie4‘:i.‘, iiGpiLnnbuiu1|fihp|t Ьшрш'ц-цчПЬрр ihiui pltniu- 
։uh|iiiuqiu)p!։ udphMiiipjntGp !ниГ|ц!н( I qtujn: iun։t2i|lq шдйие]»։ирпфиЛ 11ц![ии- 
iUil)i|n։<pa.i|iG in1pi»jH|njP.HUli h’>ui;

The d*srlibuh<in of belt։ - mirJasc aciicir. in different ян-ftvs nf spor.-fonniitg bnclena 
has been studied. Пи ntosynli.’.;s of beta - umyb.4* whs main!}՛ dirlincud ip the 
representatives of Bacillus уаВис. \п B.cercus. В я։усш,/сл and B.fhuniivic’r.xis. The beta 

.inixlns'.: in sTrajn.4 of suhspccic* В Bturinyiensis was rocakd with more expressed :dfa - 
nmy last activity

Аэробные аюрс/образу/ощие бактерии бета- амнпзза.

Бета-амилаза (а-1.4 глюканмапьтоп дролаза. КФ 3.2 1.2.) - 

фермент, катализирующий гидролиз крахмала с образованием маль

тозы. распространена у многих растений и различных групп микро

организмов (8 12]. Особый интерес представляют культуры а&роб-ных 

споросбразующих бактерий, среди которых выпалены наиболее 

активные продуценты [4.6 8].

На основе использования высокоактивных штаммов - продуцен-тов 

бета-амилазы е ряде стран организовано ее промышленное 

производство, а вырабатываемые препарате успешно применяются в 

крахмало-паточной, кондитерской и других отраслях пищевой 

промышленности, в получении мальтозы и других продуктов [3. 7. 12].

Б настоящей работе обобщены результаты систематического 

исследований распространения бета-амилазы среди хорошо иденти

фицированных культур разных видов спорообразующих бактерий, 

2S



причем ставилась задача характеристики 8 целом их амилоли

тической активности.

Материал и методика. Объектами исследований явились культуры 
разных видов аэробных спсрообразующих бактерий из лсллекции культур 
Института микробиологии НАН Армении (ИНМИА).

Для ъь’ращиаания исследуемых культур использовали следующие 
питательные среды. Для мезофильных культур - среду КП (г/л): крахмал 10: 
лептон - 5.0; дрожжевой экстракт - 5.0; титя термофильных культур ֊ среду 
Бечиной с соаат.(2], а для алкалифильных культур - среду Хопикоши [9].

Среды инокулировали в количестве 5% сдпосуточными культурами, 
выращенными на соответствующих агарнзоеанньос или жидких средах

Культивирование мезофильных и алкалофильных культур проводили 
в колбах Эрленмейёра емкостью 250 мл, содержащих 30 мл среды, на 
круговых качалхах (200 об/мин) при ЗОо в течение 60 ч. а термофильных - 
при 56а 1В часов.

Амилазную активность определяли в супернатанте культуральной 
ж ид-кости (кж).

О бета-амилазной активности судили по осахаривающей активности, 
опре-деляя в реакционной смеси образовавшиеся редуцирующие сахара 
методом Шомо-дьк-Нельсона [10,11). За единицу активности принимали 
количество фермента, которое катализирует образование из I %-ного 
растворимого крахмала 1 мкмоль мальтозы за 1 мин.

Декстринирующую, или альфа-амилазную активность определяли 
колори-метрическим методом по Рухлядевой (5) За единицу активности 
принимали кбли-чество фермента, которое катализирует расщепление 1г 
растворимого крахмала при степени его гидролиза 30% за 10 мин

Мальтозу идентифицировали методом тонкослойной хроматографии 
в системе н-бугакол-уксусная кислота-вода (4:3:3). проявите..’--. - оастеор 
анилинфта-лата Продукты гидролиза крахмала определяли методом 
бумажной и {’онкосг.ой-ной хроматографии.

Результаты и обсуждение. Данные об амилолитической ак
тивности разных групп и видов бацилл, обобщенные в табл 1.

Таблица 1. Амилолитическая активность культур разных 
видов бацилл

Виды и группы 
бактерий

Всего 
испытанных 

штаммов

Продуцируют амилазы

всего в т.ч, активных

Bacillus p&lymyxa 23 23 13
B.mycoioes 2 2 2
B.cereus 1*. 11 6
В Ihuringiensis
(серотип 1-19) 49 49 43
Bacillus sp. 13 0 0
Термосрилы 4 4 4
Алкалофилы 10 10 1

свидетельствуют о широком распространении у них этих свойств, за 

исключением штаммов нового вида бацилл (ВасШиз зр.).
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Учитывая широкое распространение амилолитических свойств у 

культур антомопатогенных бацилл ВЛЬиппд1епв1Вг исполь-зуемых в 

лроизнодсгве бактериальных инсектицидов [1], нами была изучена 

декстринирующая и осахаривающая активность штаммов его 

различных разновидностей (серотипы 1-19).

Результаты опытов, представленные в табл. 2. показывают, -гго 

все культуры ВЛЬиппд!епз1з, обладают декстринирующей и оса

харивающей активностью, причем у них более выражены декстри- 

пирующие, или альфа-амилазные свойства. Внутри отдельных раз

новидностей обнаруживается определенная вариабильность фермен

тативной активно эти. Можно отметить наличие более активных амилаз 

у разновидностей (Ьиппд1епз13. зоПо - бепбгоНтиз саисазюиз - 

багтз։асНепз1з. даНепае и сравнительно слабых - у разновидности 

Г/тНтиз.

Таблица 2. Декстринирующая и осахаривающая активность 
культур ВЛЬиппд։епз13 (реакционная смесь: 1 мл 1%-ного раствора 
крахмала: 0.5 мл кж. pH 7.0. 30°: 10 мин)

Разновидности 
сеоотипы )՛

Декстринирующая 
активность.

ед/мл

Осахаривающая 
активность.

ед/мл

dtwintdenstx-1 4.25 1.45
'Ijiitunus-l 0,02 0.013
desH-ktirscaki-i 1.70 0.25
wtfo-dendrolimui-A 4.00 1.50
■^ailenae-5 3.95 1.00
wHoxicus, entomocidus-b 2.50 0.56
aiza wai-1 2,70 0.60
tolworth-^ 2.70 0,62
eaucasicus-darmsiadiensis-10 4.00 1.20
toumanoffi-11 2.10 0,35
thonipsoni-12 1,88 0.63
Pakistani-13 3,80 1.00
israelensis-\4 2,30 0,54
dakola-15 3,10 0.90
Indiana-lb 3.60 1.00
tohakuensis-17 3,30 0.78
kuniamotoensis-18 3,60 1.00
tochigiensis-19 2.86 0.90

)* Представляются средние данные для каждого серотипа.

Как показывают данные табл. 3, близкородственные B.thurin- 

giensis штаммы B.mycoides и B.cere ՝s характеризуются выраженной 

осахаривающей и слабодекстринирующей активностью. Как извест

но. B.thuringiensis от указанных видов бацилл отличает биосинтез 

зо



энтомоцидных токсинов, хотя филогенетически и по своим 

морфофкоиологическим свойствам они весьма близки [1]

Таблица 3 Декстринирующар я осахаривающая ак явность 

некоторых видов бацилл (реакционная смесь 1 мл 1%-ного раствора 

крахмала. 0.5 мл кж. 10 мин для меоофипоа - pH 7.0 и 300: 

термофилов - pH 7.0 и 500; алкалосЬклов - pH 8.5 и 30о,

Эйд.группа бактерий Декстринирующая Осэхариаающап
активность, эд/мл активность ед/мл

)• Представляются средние данные для каждого вида

В. poly ту ха 0.2 3.5
B.mycoides 0.2 15
В. со reus 0.1 0.8
Bacillus зр
(термофилы) 15.5 1.25
Bacillus sp.
(алкдлифилы) 8.0 о.е

Из таблицы 3 выявляется весьма интеоеснэо характерис

тическая особенность культур Б роЬ/тпуха поесбладание сильной 

осахаривающей активности над декстринирующей Эта особен-носто 

на наш взгляд может явиться дифференцирующим признаком 

культур этого вида

Изученные нами пгтаммы экстремофильных форм спорообра֊ 

зуюших бактерий также обладают указанными свойствами (табл.3,.

На материале выборочных типичных штаммов испытанных 

видов нами были проведены исследования по характеристике 

конечных продуктов ферментативного гидролиза крахмала 

Подытоженные в табл. 4 результаты наших опытов выявляют наличие 

определенной специфики продуцирования амилаз у изученных видов 

бацилл.

У штаммов В.ро!уту/з среди продуктов гидролиза крахмала 

обнаружена только мальтоза, у штаммов В.сегеиз. В.тусоюес - 

мальтоза и следы других олигосахаридов, что свидетельствует о 

наличии бета-амилазы. У культур В.։Ьиппдьэп51$ среди продуктов 

гидролиза крахмала накапливаются мальтоза, глюкоза и некоторые 

олигосахариды. Можно предположить, что культуры указанного вида 

обладают комплексом амилаз, обуславливающих разнород-иосгь 

конечных продуктов У штаммов 4-х термофильных и одной 

алкдлофильной культур среди конечных продуктов гидролиза.



Таблица 4. Продукты гидролиза крахмала у разных видов 

бацилл (реакционная смесь 2 .•</? 1%-ного раствора крахмала: 1мл кж; 

определенный буфер pH 7.0: 8.5. температура ЗОо. 50°, 1 ч)

Виды 6аци/*л Количество Обнаружены при. ферментативном гидролизе 
штаммов крахмала

глюкоза мальтоза олиго
сахари

ды

циклические 
олигосахариды 
(циклодокстрины)

В po/ymyxa 7 4 • -

В ceteus 3 - ♦ 44 следы *

В mycotdes 2 - ♦♦♦ следы
8 tnutmgiun&ts 20 ♦ 4 4 •
Термофилы 4 • * ♦ 44+

Алкалофилы 1 • • ♦ 4 44

крахмала выявляются нередуцирующие вещества - циклические 

олигосахариды, или циклодекстрины.

Выполнение данной работы частично финансировалось гран
тами МНФ (Сороша) RY 1000 и Ассоциации ИНТАС ЕС 93-3512
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ПОЛУЧЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА ИММОБИЛИЗОВАННОЙ

БЕТА-АМИЛАЗЫ BACILLUS POLYMYXA

А.З. ГАСПАРЯН

Институт микробиологии НАН Армении, 378510, г. Абоьян

Получено иммобилизованная бе ia-амилаза из штамма Bac/7/i/s 
рЫутухэ на силохроме С-80 методом ковалентного связывания. Определены 
отимальные условия каталитической активности иммобилизованного 
фермента: pH 6.8; 450 ; Krr.-1.25 мг/мл (по крахмалу). Х/ма.х-0.С48 мг/мнн (по 
мальтозе). Полученный биокатализатор в течение 10 суток сохраняет 80-85% 
исходной активности при 40-450. Осуществлен процесс получения мальтозы 
с помощью иммобилизованной бета-амилазы в проточных условиях v-з 10 %- 
ного раствора разжиженного крахмала, 0,5 ДЭ. pH 6.8, 450. с '/цельной 
скоростью 0,25 ч-1. Выход мальтозы 75 % от использованного субстрата.

ЧпфифОт фиирифрйиО tfbpnqntj С-80 ujqnjupndb Црш uu.t‘igi|»uP I. /?./ , 
polymyxa 2UHdd]i |idnp|qhqiuiplmd ptsinui-wubpuqp; ПодфЬй (di !>’'>п‘-|н]՝.<(Чи Jh.՜՛ 
.^UpjibGuifi фитшфиДи; !^t|w։^i|mpj։uij oii|Ht|nhu։ upujdn.tP.fihiij • .. s.4՝ ՝. < , 
1.25 (<n։pu)‘. Vn„n 0,048 ’Iq/i|pl| (diujuinq): lJ<niuj».|։u«'> phr.lpumfифер’инь; n JO
i’|Upu pGpiugpnid ii|tuhii|iuE>mtf I. uljqpGiulpuG lulpiihtlmpjmG ЛО-85 % 4t>-45< -nni: 
UGpGqhium Ьлирш.фб upujtlutGGLpnttf |iditp[q|iqiugt|nid ptaiiiu-miHqiuqli фгиипшипр 
|i|iiul|iu-6iu։p|nid I u։։։|t«j’:q>’ ainiugnulji 10% урДОрицфид oii|tuj|i |:mnnjp|tfi, i>,5 4 
pH 6.8, 45°, tnhuiu!>iupiup tuplUqnrpjniGp 0,25-1 (Jiudmii: чцф։фи£> ицини'.трпфид 
hnufi’lMj ihupniK||։ b|p|j Ipuquntd t 75%-

The immobilized beta-amylase of Bacillus polymyx.i was obtained im the Iin֊in t՛- 
80 b\ method ol covalent binding. The optimal conditions of the catalytic activity of Пк 
immobilized enzyme were determined: pH 6,8; 45b;Xm=l,25 ing/ml ol si; nh 
Vm».\=0,048 mg/inin of maltose. The obtained biocahdy.st after (0 days at 40-15” 
conscned 80-85 % of original activity. The process ol maltose produuion has i\-.n 
realized by immobilized hcta-amyk.sc in vontinuous-llow conditions from in of 
liquefied starch, 0,5 DE. pH 6,8. 450 , at space'.clouty of 0,2.a h-1 . The yield of maltose 
v as 75% the substrate used.

Иммобилизаций • силохром С-80 - бега-амилаза-мальтоза.

Для иммобилизации бета-амилазы применгпотся практически 

все известные методы иммобилизации ферментов [2,4.6,7,10] 

Полученные препараты иммобилизованной бета-амилазы имеют 

неудовлетворительную стабильность [11]. В настоящей работе 

представлены результаты работ по иммобилизации бета-амилазы и

ее применения для получения мальтозы в непрерывных условиях.



Материал и методика В камее; зе препарата бета-амилазы (а-1,4- 
глюканмальтогид-олаза. КФ 3 2/2) исполмзоеали аффинно-очищенный и 
подробно наученный фермент из штамма Bacillus poly my ха [Ц Исходная 
активность препарата Т.68 ед/мг белка (единица активности соответствует 
количеству фермента необходимого для образования I мкмоля мальтозы из 
растворимого крахмала (1%) ла 1 мин).

Для иммобилизации бета-амилазы был применен метод ковалентного 
связывания на силохроме С-80. Активирование силохро/v'.a осуществляли 
обработкой его гамма- аминопропилтри этоксисиланом, затем глутаровь.м 
альдегидом по методике (8). Носитель промывали на фильтре 
дистиллированной водой и использовали для иммобилизации.

Иммобилизацию бета-амилазы на активированном силохроме 
проводили перемешиванием смеси раствора фермента и носителя в 
течение 5ч при температуре 18-200.Затем иммобилизованный фермент 
промывали холодной дистнллироелнной водой до полного исчезновения 
белка в промывных водах

Белок определяли по методу Лоури
Определение активности иммобилизованной бета-амилазы 

проводили в реакционной смеси, содержащей: 1 г иммобилизованного 
препарата в 1 мл 1/15 М фосфатного буфера. pH 7.0. и 4 мл 1 %-ного 
раствора растворимого крахмала при 450 в условиях постоянного 
перемешивания в течение 1 часа. Активность иммоби-лизоаанкой бета- 
амилазы рассчитывали по количеству образовавшейся мальтозы в мкмолях 
на 1 г носителя в течение 1 часа.

Получение мальтозы в непрерывных условиях проводили в 
биореакторе сплошного заполнения с вытеснением. Раствор частично 
гидролизованного крах-мала подавали а биореактор снизу вверх

Анализ редуцирующих веществ проводили методом Шомодьи- 
Нельсона [5.9]. Мальтозу идентифицировали тонкослойной хроматографией 
(ТСХ) в системе н-бутанол - уксускля кислота - вода (4:3:3). в качестве 
проявителя используя анилинфталвт. а также высокоэффективной 
жидкостной хроматографией (ВЭЖХ) на приборе НРР-4001 (Чехословакия) в 
колонке SEPARON SGX-NH2 (150 х 3,3 мм) Б качестве подвижной фасы 
использовали смесь ацетонитрил - веда (70:30). скорость - 2 мл/мин я в 
качестве детектсра-дифференциаль.чый рефрактометр [3]

Результаты и обсуждение. Иммобилизацию бета-амилазы 

осуществляли добавлением 200 мл раствора фермента (7.56 мг/мл 

белка с исходной активностью 1 68 ед/мг белка) на 200 г активиро

ванного носителя с перемешиванием при 20о 5ч. (табл. 1)

Таблица 1; Иммобилизация 6ета՝зиилазы В. poly муха на силохроме С- 

80 (условия: 20°; постоянное перемешивание на каталке (160 об/мин): 

исходный белок 7,56 мг/мл; исходная активность 1,68 ед/мг белка)

Время, 
час

Связанный 
белок, к.г/г 
носителя

Активность, ед/мг 
белка (мкмоль миль- 
тозы/мин/мг белка)

Активность. ед/г 
носителя (мкмоль 

мальтозы/час/г носителя)

1.5 - 2.5 0.34 16.4
3,0 w 6.3 1.01 356.4
5.0 6.3 1.01 356 4
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Данные табл.1 покез.Ы2а’гОТ чго полученный носителе в 

усповл-՛/ эксперимента за Зч сензывзет 6.3 мг белка, а. тявнссть в 

иммобилизованном состоянии 1,01 ед/՝лг белка или 356.4 ед,-.՜ носи

теля, ге. сохраняется 60 % исходной активности Дальнейшее увели 

мечи© времени кон'акта (5ч) не г’риводияо к изменениям.

Исследование зависимости активности иммобилизованной 

бета-амилазы от температуры и pH показало, что макс малы.ал 

каталитическая активность иммобилизованного фермента 

проявляется в интервале темпераг/г. 40-600 оптимум -;-5о (таЗл.2), и 

в интервале pH 6,5-7,5, оптимум 6.8. с достаточно высокой 

активностью в области pH 6.0-8.5 (табл.З)

Таблица 2. Влияние температуры на активность 

мобилизованного фермента (условия: 1 г препарат.՜ '■՛•■■ 

крахмала; pH 6.8: 160 об/мин; 1ч)

Температура. сС Относи тельная г.к госчасть 7С

30 60
40 66
45 100
50 100
60 08
70 й
75 35
80 10

Таблица 3. Влияние pH на активность иммобилизозанч՛:^ 

фермента (Условия: I г препарате: 4 мл 1%-ного кпахмали. 1 

буфера (0.7.М ацетатный буфер pH 4-6: 1/15М фосфатный буфер рт 6- 

8. 0.2М НаОН- глициновый буфер pH 8.5-10), 160 об/мин, 1 ч)

Синосительная активность. %РН

4.5 35
5.5 55
6.0 82
6.5 96
6,8 100
7,0 100
7.5 98
8.0 84
8.5 62
9.0 33
Ю.О 0



' Полученные результаты в целом идентичны с. таковыми для 

нативного фермента [I].

Исследования кинетики реакции гидролиза при различных 

концентрациях субстрата выявило, что по сравнению с нативным 

ферментом, при котором Кт равна 1,1 мг/мл (по крахмалу), а \/тах - 

0,061 мг/мин (по мальтозе) [I], у иммобилизованного фермента 

несколько увеличивается Кт - 1.25 мг/мл (по крахмалу) и 

соответственно уменьшается Х/тах-0.048 мг/мин (по мальтозе). 

Небольшая разница в значениях Кт иммобилизованного и натив-ного 

фермента, вероятно, зависит от носителя, который своеобразно 

препятствует приближению субстрата к ферменту. Такое явление 

наблюдалось у иммобилизованной на хитозане бета-амилазы, 

выделенной из сои, когда Кт нативного фермента - 0,26 мг/мл, а Кт 

иммобилизованного фермента-37,0 мг/мл (по крахмалу) (12].

Стабильность иммобилизованной бета-амилазы при различных 

температурах определяли в проточных условиях в течение 10 суток в 

колонке (2 х 20 см), через которую пропускали 10 %֊ный раствор 

крахмала, частично разжиженного альфа-амилазой (0.5ДЭ), pH 6.8. с 

удельной скоростью 0,2 ч-1 (табл.4.).

Таблица 4. Стабильность иммобилизованной на силохроме С-80 

бета֊змилазы В.ро1утуха при различных температурах (условия: 

колонки (2x20 см); 10 %-ный раствор крахмала; 0,5 ДЭ. pH 6,8; 

8\/=֊0,2ч֊1)

Время, 
сутки

Остаточная активность. %

40о 450 550

1 100 100 100
2 100 100 91
3 100 100 83
4 100 100 72
5 100 100 65
6 100 97 50
7 97 95 34
8 95 90 17
9 90 86 8

10 85 80 0
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Полученные результаты показали, что иммобилизованный 

фермент проявлял достаточно высокую стабильность при 

температурах 40-450.

В условиях эксперимента ерем;. полужизни иммсбилиз-тан-ной 

на силохроме бета-а?иклазы при температурах до 450 составляло 

около 50 суток.

Получение мальтозы с помощью иммобилизованной бета- 

амилазы в проточных системах осуществляли следующим образом 

Колонку заполняли иммобилизованным ферментом и через него 

пропускали 10 %-ныЙ раствор крахмала с 0.5 ДЭ. разжиженный 

альфа-амилазой С успехом могут быть использованы удельные 

скорости до 0.25 м-<. приводящие к максимальным выходам мальтозы 

(табл.5).

Таблица 5. Влияние удельной скорости на образование 

мальтозы (условия 10 %-ный раствор крахмала. 0,5 ДЭ; pH 6.8. 450)

Удельная скорость. БУ ч-1 Выход мальтозы. %

0.10 70
0.20 75
0.25 75
0.30 65
0.35 60
0.40 53

Полученный раствор обесцвечивали активированным углем (4г 

на 1.0 л раствора) при 60-70о е течение 20 мин и фильтровали. С 

целью получения мальтозы пищевого назначения раствор 

выпаривали досуха, а реактивного назначения - концетрироеали при 

50о до насыщения (6-1.1-1.3) и кристаллизовали при 10-150 43 ча

сов Далее фильтровали и высушивали. 8 проточных условиях с 

помощью иммобилизованной на сипохроме бета-амилазы из 

Вро1утуха получается мальтоза с выходом 75% от использованного 

крахмала.

Выполнение данной работы частично финансировалось гран

тами МИФ (Сороша) КУ 1000 и Ассоциации ИНТАС ЕС 93-3572.
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РАСПРОСТРАНЕНИЕ БЕТА-ГЛПАКТОЗИДАЗЫ 
У ЭКСТРЕМОФИЯЬНЫХ ФОРМ БАЦИЛЛ

К В. ЧИТЧГ1Н. А.А. ХАЧАТУРЯН

Институт микробиологии НАН Армении. 378510. г Абооян

Установлена приуроченность бета-галвктозидазной пкгипиости к 
Пфмо-фильным формам вида Bacilhj» iicicniformis и / олиалофиллм видя 
Bacillus olcnlophUus 'subsp. holodurалз*. СОгобраны активные нгтяммы 
термофильных бацилл для дальнейшего изучения этого фермента.

tniiimupi|l>| I. pt»uiiu-qmpul|iu։»<|Ju|ttiq,.tt){ «J|p|։6)։fiq I yu pui<i|qht«p|)
7Uitutfblqi|i dnin, npuUp tu6j>ttiin<|lq bfl <tujui’juituTi|։ u։»U|ij’bp 1и։։|1<р|н;. Ihugmhiujuiiltq 
I, up pliniili-qiu|iuliuin<||wput’iu||i u:l|tn|ii|nipjn<G|> pfinpn; I. H h':b>. yh|iuuiuh|i
L Barfcakyikilu 'kUbsp luili.Hlur;m< p h]iiMwutip ALbppG. 1!(чнр||1.| Ui ylqidtuuLp 
piuylqlilipti iulim|u| доивЙНф' wjq 3»1|։ЛШшф hl.iniutpu mumiVkuulqirfiuli l»iinhu|i.

II was established the possession cf beta-galactosiduso activity of thermophilic 
forms of the species Bacillus Ifcdanifarrnis and the atcalcphiiic forms at the Bacillus 
9lcolophtl-js 'subsp hulodurans". The active shams of the thermal.■.՛!;֊ bacilli have 
been selected for the further investigation.

Бета- галактозидаза ■ бациллы - термофилы - алкелофялы.

В настоящее время ведутся интенсивные исследования 
по изу-чению практически важных ферментов. К таким 
перспективным ферментам относится бета-галактозидаза 
(лактаза. бета-Д-гапактозкд-галактогидролаза. КФ 3.2 1 23), под 
'•^йейстаием которой относительно плохо растворимый и 
.усвояемый дисахарид-лактоза превращается в
«©кристаллизуемую смесь глюкозы и галактозы.

Применение бета-галактозидазы имеет большое значение 
при 
изготовлении концентратов молочной сыворотки. в 
производстве различных диетических продуктов, кондитерских 
изделий, мороженого, в хлебопечении, так как предварительный 
гидролиз лактозы может способствовать более полному 
использованию этих ценных продуктов (5].

Бега-галактозидаза широко распространена а природе, 
растительных [2] и животных организмах (6). Она обнаружена 
также у большого числа микроорганизмов, о особенности у 
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дрожжей [3]. и грибов [4] / зкстремофильных бациллярных 
форм бета-галак-тозидаза сравнительно мало изучена 
[12,13,14,16]. Среди зкстремо-филов особый интерес 
представляют термофильные формы, которые в последние 
годы являются объектами многочисленных исследс-ваний по 
экологии, систематике, метаболизму и биосинтезу различ-ных 
физиологически активных соединений [1].

Настоящая работа посвящена изучению распространения 
бета-галактозидазы у более чем 700 штаммов разных видов 
зкстремофильных бацилл, выделенных в основном из разных 
почв Армении.

Материал и методика. Объектами исследования служили штаммы 
бацилл и дрожжей, хранимые в коллекции культур микроорганизмов 
Института микробиологии НАН РА (ИНМИА) (табл.1).

Морфокультуральные и физиолого-биохимические свойства новых 
термофильных и алкалофильных штаммов бацилл изучались по [8,9,10,11} и 
идентифицировались по этим же источникам и определителю Берги [7]. 
Учитывая особенности этих организмов, тестирование признаков проводили 
с модификацией методик - термофилы выращивали при 56°. алкалофилы - с 
доведением pH среды до 9.0 и выше, термоацидофилы ֊ при 56° и pH 4.0 
психрофилы - при 4о, а галофилы - с добавлением в питательные среды 15 
% МаС1.

Для определения бета-галактозидазной активности (6] использовали 
культуральную жидкость (кж) шгаммоз. полученную при выращивании в 
средах, подобранных для каждой формы микробов: для термофилов и 
психрофилов (г/л) - МН4С1 - 1.0; МдЗО4 . 7Н2О - 0.2; СэС!2 - 0.2; К2НРО4 - 0.3. 
К'аС1 - 0.2; дрожжевой экстракт - 0.5; лактоза - 5.0. МпС!2 ֊ следы; pH -7.0- 
7.2; для термоацидофилов - та же среда с pH 4.0; для алкалофилов - 
МдЗО4.7Н2О - 0,2; КН2РО4 - 1.0; Ыаз'СОз - 1.0; МН4С1 - 1,0; дрожжевой 
экстракт - 0.5. лактоза - 5.0; pH 9.0 и более: для галофилов - МзС1 - 150,0; 
МдЗО4.7Н2О - 0,2; КН2РО4 - 1.0; МН4С1 - 1,0; дрожжевой экстракт- 0.5; 
лактоза - 5.0; pH 7,0-7,2. При постановке реакции бесцветный субстрат о- 
нитрофенил-бета-Д-галактопиранозид добавляли к КЖ։ которая в случае 
наличия активности вследствие расщепления субстрата и выделения 
желтого о-нитрсфенола окрашивалась в желтый цвет.

Количественно бета-гала ктозидазную активность устанавливали 
определением содержания редуцирующих сахаров в реакционной среде 
известным методом Шомоди-Нельсона [15,17].

Результаты и обсуждение. Для выявления активных 
продуцентов бета-галактозидазы проведен скрининг белее 700 
штаммов. Среди них 652 - новые оригинальные культуры разных 
зкстремофильных форм бацилл из разных почв Армении, а 
такжа из экскрементов животных; 40 штаммов мезофильных 
бацилл и 28 штаммов дрожжей (табл.1).
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Таблица 1. Наличие бета-галактозидазной активности у разных 

групп микроорганизмов

Микроорганизмы
Число изученных 

штаммов
Из них 
акт злых

Экстремофилы
термофилы 315 48
алкалофилы 203 48
термоацидофилы 77 10
галофилы 2С 6
психрофилы 21 1

Мезофилы, разные
виды бацилл 40 8
Дрожжи 28 7

Как видно из таблицы, у бациллярных форм и дрожжей 

изучаемая активность встречается довольно часто. Из экстремо- 

фильных форм бацилл в процентом отношении на первом месте 

алкалофилы и галофилы, затем термофилы, реже обнаруживается 

это свойство у термоацидофилов и психрофилов.

и

Таблица 2. Видовая принадлежность штаммов, обладающих бета- 

галактозидазной активностью

Название видов Число активных Название видов Число активных 
штаммов штаммов

Термофилы, всего 48 Алкалофилы. всего 45
В. licheniformis 15 В. olcalophilus
В. circulars 8 subsp.halodurans 19
В. subtilis 7 В. olcalophilus 8
В. cereus 3 В. licheniformis .2
В. macerans 3 В. coagulans 2
В. slearothermophilus 2 B.megateriurp 2
В. firmus 2 В. cereus 1
В. coagulans 1 В. circular^ 1
Bacillus sp. 7 В. firmus 1• В. filicolonicus 1

Мезофилы, всего 8 В. psychrosaccfaarolylicus 1
В. alvei 2 Bacillus ^p. 7
В. longisporus 2 • ■ Галофилы, всего 6
В. brevis 1 В. cimulans 1
В. licheniformis 1 В. cereus 1
В. macerans 1 В. sphaericus 1
В paluslris var. gelaticus 1 В. pantothenticus 1

В. fastidiosus 1
В. megaterium 1



Анализ данных о видовом составе продуцентов бета-галак

тозидазы выявляет наибольшее число штаммов с этой активностью у 

алкалофяльных бацилл вида В a'caiophilus subsp holadurans, у термо

филов вида B.lfcheniformis На втором месте - В alcalophHus и В. circu- 

lans соответственно Большое число активных штампов обнаружи

вается и у других вигов бацилл (табл 2).

'՜оличественное определение бета-галактозидазной активности 

у ряда термофильных штаммов позволило установить эту способность 

в пределах 300-400 ед/мин/r сырой биомассы. Наиболее активные 

штаммы отобраны для дальнейшего изучения.

Выполнение данной работы частично финансировалось гран

тами МНФ (Сороша) RY 1000 и Ассоциации ИНТАС ЕС 93-3512
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БЕТА-ГАЛАКТОЗИ  ДАЗЫ НЕКОТОРЫХ ТЕРМОФИЛЬНЫХ 
БАЦИЛЛ

К.В. ЧИТЧЯН. 8 А АБЕЛЯН

Институт микробиологии НАН Армении. 378510. г.Аб вин

Изучена бета-галактозидазная акгипност» у двух термофильных 
штаммов-акгиеных продуцентов бота-галахтозидазы. Определены некоторые 
биохимические и физико-химические характеристики ферментов. Благодаря 
своим уникальным свойствам они могут быть использованы для получения 
различных подсластителей на лактозной основе.

ilninuHiiuubl’^'l * ЬрЦ։»։ ybprtiuubp iu('in}n| шриингнф^ЬгФ |'tjL։u-i|iU|iuij։nni|)uvu
iutiui|n|iH»՝jnt(ip: Piuguihiuju։’Jl»| US .'|>bpifbOu։|i iijkm p]u)|Jiulnul|iuh h 

1>|ht]il|iup]id]:։ul|։u(j hiuuilpuHb/fiLp: Ctinph]t«| |nil»Gg ,jnqr.ubiuui1|>npj<ufi fipuiiii фирип 
hf։ (фришЩ IHilpnnqiujItC hjidunil muippbp j?։ui]qpiugiuq|i)QLpb uinrugtiiei; iuuihup

Two thermophilic strains-active producers of beta galactosidase hav֊-- been found. Some 
photochemical and btwehemieal properties of enzymes obtained have been studied. 
Due lo the unique characteristics of the enzymes they may be used fur th», production of 
v jnous sweeteners from lactose.

Фермент- бета- галактозидаза֊ термофилы

5 настоящее время получение различных подспагтителой- 

замг-.члгепэй обычного сахара с низкой калорийностью и 

оздоровительным эффектом является достаточно важной задачей’ 3 

стой связи определенный интерес представляет бета-галактозидаза 

(КФ 3 2. 1.23). которая широко применяется в процессах получения 

безлактозного молоки и переработки молочной сыворотки 

[1 7.9.12,15], с целью получения различных глюкозно-галахтозных 

сиропов. Эффективность существенно может возрастать при 

применении ее термофильных форм, поскольку процессы могут быть 

осуществлены при температурах пастеризации молока, что исключает 

прорастание посторонней микрофлоры.

Материал и методика. Б качестве культур-продуцентов бега- 
галктозидазы использовали термофильные ВэсШиз зр и К^ лз коллекции 
культур микроорганизмов Института микробиологии НАН Дрмзнм (ИНМ.ИА) 
которые выращивали в течение 18 ч при 56о на жидкой г?.тгатали։ой среде, 
содержащей (г/л); легион -10,0; дрожжевой экстракт-5,0; лактсву-5,0; МпССг - 
0,001; pH 7.0-7,2. Биомассу отделяли центрифугированием при 5 000 д в 
течение 15-20 мин. Бета- галактозидазную активность спр?.!?ел,.,։и согласно
известному методу [2] Количество общих сахаров фен от.-сер ной кислотой 
|5). а редуцирующих сахаров - по (11.141. Лактозу, глюкозу и галактозу 
идентифицировали спзктрофотс-метрически 
ферментативных китов (3J.

применениемс
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3 работе использовали лактозу отэчественного производства и О- 
нитрофенил-бета-Д-галакт ипиранозид (ОМГ 6) фирмы "ЗЕЯМА".

Результаты и обсуждение. С целью выявления наиболее 

перспективных термофильных продуцентов бета-галактозидазы были 

исследованы экстремофильные формы бацилл.

Для ферментов отобранных культур были определены 

некоторые физико-химические и биологические параметры.

Клетки обеих культур свою максимальную активность 

проявляли при pH 7,0, отклонение от которого приводит к 

значительному падению их эффективности. Так. уже при pH 6,5 они 

имеют всего 77-80 %, а pH 7,5 - 65-70% максимальной активности 

(табл.1).

Таблица 1. Влияние pH на бета-галактозидазную активность 

клеток бацилл (смесь 20 мг биомассы и 10 мг лактозы в 1 мл 0,01 М 

соответствующего буфера, инкубировали при 50° в течение 60 мин)

pH Активность, е д/м ин Активность.
от ма

% 
ксимальной

шт. Ki шт. Кг шт. Ki шт.Кг

5,0 59.0 153.0 16.0 45.а
е.о 117,0 197.0 29.0 58.0
6.5 300,0 272,0 77.0 80.0
7.0 390.0 340,0 100.0 100.0
7.5 -273.0 221.0 70,0 65.0
8.0 97.5 153,0 25.0 45.0

Аналогичные результаты были получены также при 

исследовании pH стабильности клеток. Достаточную стабильность они 

проявляют в интервале pH от 5,0 до 8,0 (табл.2).

Остаточная бета- галактозидазная активность %

Таблица 2. pH стабильность интактных клеток Bacillus sp. Ki и 

К2 (обработку клеток проводили при 700 в течение 30 мин)

Время 
экспози
ции,мин

pH 5.0 6,0 6,5 7,0 8.0

К1 К2 К1 К2 К1 К2 К1 К2 К1 К

0 16 45 29 58 77 80 100 100 25 45
20 10 21 16 17 51 28 70 40 19 33
40 9С 16 13 15 46 24 64 35 14 24
60 0 3 10 12 36 20 54 30 6 16
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Изучаемые культуры н^иболеа эффективно способны работать 

при 70о (тябл.З), однако высокая стабильность наблю-дается лишь 

при температурах до 60о (табл.4). *

Таблица 3. Влияние температуры на бета-гглактозидазную 

актизность термофильных культур (смесь 20 мг биомассы и 10 мг 

лактозы в 7 мл 0,01 М фосфатного буфера. pH 7,0, инкубировали в 

течение 60 мин)

Температура Активность, % от максимальной

9
°С

к։ к2

45 ‘ 20
50 39 55 .
55 55 70
60 66 80
65 35 92
70 100 100
75 . 80 95
30 60 90

Таблица 4. Гермостабильность интактных клеток с бета- ’ 

галактозидазной активностью ( клетки в 0,01 М фосфатном буфере. pH 

7.0, выдержка в течение 130 мин)

Время 
ЗКСПОЗИ- 
ции.мим

Остаточная бета-геликтоаипазная актизносгь, %

400 500 600 700 800

К1 Г/’- * •<- К1 К2 К1 К2 Кт К2 К1 К2

0 100 100 100 100 100 1С0 100 100 100 100
60 64 66 58 56 54 50 50 35 42 20

120 55 43 48 40 41 34 32 23 22 14
180 44 39 36 33 32 28 23 19 14 10

Для изучения влияния различных двухвалентных ионов 

металлов на бета-галактозидазную активность клетки в количестве 20 

мг суспендировали в 2 мл дистиллированной воды,содержащей 0.5- 

1,0 мМ иона металла, и суспензию выдерживали при 50о г течение 

30 мин. Затем клетки отделяли центрифугированием и их бета- 

голактозидазную активность определяли в оптимальных условиях 

Среди исследованных ионов только оказывал слабое защитное 

влияние на специфическую активность, в то время как остальные 
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проявляли ингибирующий эффект б различной степени Особенно 
нежелателно присутствие в реакционной смеси ионов Ип*2. Ге+З. 

Си+2 ■/. Со*2 (табл. 5'
Значение Кт. определенное в координатах Лайнуивора-

Ьеока составляло 82.6 и 118.2 мМ/мл (по лактозе), а \7тах-0.04 и 0,05 

мц г.:/н соответственно для штаммов К1 и К2.

Таблица 5. Влияние ионов двухвалентных металлов на бета- 

галактозидазную активность клеток

£йб&£КН. Кониентрвция. 
мМ

Активность, % иг мзкеималэяой

Ki «2

Ясл ICC 100
Мп* 2 Ч. V* ИС 116
Са*2 f.o 90 104
Мд*2 • 82 92
Zn*2 1.0 55 60

G.5 SO 52
Си*2 0.5 48 44
Со+2 0.5 63 6S
Ва’2 0.5 72 Уб

Выявленные г'Ойметрь։ в сравнении с известными термоста

бильными бетз-галактозидазами суммированы в табл 6

Таблица 6. Сравнительная характеристика термостабмл^ных 

бетз֊галат ознд&з ՝

Источник сЬермента
Оптимум Термиста- 

биг.ьносп», 
оф'

Km,

мМ

Ccoinxa

pH t, °C

Bacillus
acitiQcaldanLiS 6.0 55-70 50 100-129 [9J

Bacillus
stearotnormcpnHus 6.0 60 60 110 16]

CardaneT-a
acidophila 5.0 30 70 61,5 [4J

AU&rnsna
alternate 4.5-5.5 60-70 65 (Ю)

Altemans
pslmi 5 5-6,0 70 65 (13)

ThermL's
aquaticus 5,0 80 90 7,5 (16)

Bacillus sp.
Ki (клетки) 7.0 70 60 82.6
Bacillus sp
К2 (клетки) 7.0 70 60 118.2
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Выполнение данной работы частично финансировалось гран

тами МНФ (Сороша) RY 1000 и Ассоциации ИНТАО ЕС 93-3512.
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АСПАРТАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ ТЕРМОФИЛЬНЫХ БАЦИЛЛ 
И АКТИНОМИЦЕТОВ

С.Н. БАГДАСАРЯН

Институт микроб иологии НАН Армении. 37Ջ510, г.Абовян

Призедены данные о распространении аспартазы среды 10 бидся 
>м6фйльНых бацилл и 5 видов гермовктиномицетов. Выявлены новые 
пивные продуценты аспартазы которые ֊легут быть использованы при 
‘рмент?.глвно-м1<кробиологичзскрм получении Ьзспарггиновой кислоты из 
■Марата аммония.

բւիսծ Ьб iuuuj։u|iu.iu.|iujb սւարածմաՕ ավյալճհրը ջնոմասեր piuqpiG’ar.Ji ID ն 
pdiuubp ճաոագաւթասէւկեյւի 5 աէււոս1։(՜։ևյփ մոտ: Հաւանաթերւխւ lift ։սկսփ։| 
.ւս|էսրաացւսյի Г«|1 աւոոաղււխճևր. npnlip >.|ւսրոդ եճ ռդաւսգործփվ шипирпиТ]’ 
1էմարատի<| Լ-։սսպարա<փ61Աթթվ|։ ֆեբմ14ւտւստիփւհև?ւրէււհ»ա6ւսկւ1։ն n'nmni Л 
iutup:

!bc data on distribution of aspartase in 10 species rhcnnopbilic bacilli anti ՝ spu^ics 
loaciinomycetes arc given.

ТЪс new active producers of ssparVisc which may be used lor cnzynialic 
ibioiogical production of L-aspartic .te’d from' ammonium fumarate have been 
led.
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Термофильные бациллы • актиномицеты • аспартаза.

В настоящее время в ряде стран культуры микробов-проду

центов аспартаз используются для получения L-аспарагиновой кис

лоты из фумзоовой [5-8].

В Институте микробиологии НАН Армении ранее проведены 

исследования по изысканию новых продуцентов аспартазы (асга) [1- 

4] Данное сообщение посвящено обобщению результатов исследова

нии по выявлению аспартазы у зкетремофильмых форм аэробных 

спорообразующих бактерий и актиномицетов.

Материал и методика. Объактами исследований явились 
оригинальные культуры термофильных бацилл, выделенные нами из почв и 
разнообразных ггиредных субстратов, а также ?.О штаммов термофильных 
актиномицетов хделенМЫХ из различных почв, экскрементов тропических 
животных, грунт- ых вод и ила термальных источников.

Аспартао-.ал активность (аспартат-аммиак-лиеза. КФ 4. 3. 1. 1.) 
определялась к чествемно, обнаружением положительной реакции L- 
аспарагиновой ислоты с нингидрином после одночасоаой инкубации з 
реакционно:* e.v.ec? {1 *лМ р-’.створ фумарате аммония, pH 8,5; 1 мк моль 
Мд*4)- При количественном определении 10-20 мг биомассы суспендировали 
б 1 мл реакционной смеси и инкубкрозаяи при 55о в течениз 60 мин. Далее 
суспензию центрифугировали при 4 000-5 000 об/мин и методом 
тонкослойной хооматографии определяли количестго L-аспарсгиновой 
кислоты. Высушенные пластинки проявляли нингидрином, пятна элюировали 
2 мл 60 %-ного раствора этанола и 1 мл 0.1 %-ногэ водного раствора CdCl2. 
Экстинкцию определяли при 500 нм.

Резуль таты и обсуждение. Большинство изученных г.-щов 

термофильных бацилл хлрактерцзуогся наличием аспартазы (табл.1).

Таблица 1. Сравнительная характеристика аспартазной 

активности некоторых видов термофильных бацилл

Виды и группы термо
фильных бацилл

Число испытан
ных штаммов

Число штаммов с 
аспартазной ахти: • ;сгью

слабой сильной

Bccitius зр. 15 1 5
В chculans 7 1 1
В liGhtvnfcmvS 25 7՜ 5
В megatennm 1 0 0
В. subttk's 2 С 0
В сагеиз 7 1 2
В. fimius 3 1 0
В. coagutona 1 1 0
В. macerans 1 0 0
В epiphitus 2 0 0

• •
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Наибольшее pacn.WTpaHe։ ։ие аспартазы отмечается у термо- 

йлькых видев BJieheniforrr.is, B.cereus и Bacillus sp Единичные про

центы аспартазы обнаружены среди культур B.Jrculans, B.firmus и 

coagutens. Среди изученных термофильных бацилл, представ- 

жйых видами 5 mogaterium.B.subtilis.B.mauerans и B.epiphitus, не 

было отмечено наличия аспартазной активности.

Отсутствием аспартазы характеризуются представители 

permomonospora. а среди Thenr.oactinomyses обнаружен один проду- 

ei-гг аспартазы- Therrnoaciinomyces dichctornicus, штамм с актив- 

1стью 1000 мкмоль/час нз г сырой биомассы.

Таблица 2. Аспартазная активность термофильном бацилл

Виды бацилл Рабочие 
©мера штаммов

Актиеность. мимолычас/г 
сырой биомассы

233 9660
286 9000

Bacillus sp. 331 11400
347 12600
218 3000
ЗС5 7800

B.circulans 370 11400
200 3000

B.bchenifomvs 083 10300
062 10200
291 6000
322 11400
325 9000
327 6000
204 2600
207 2400
220 . 2400
231 8400
181 3000
185 3000

Все reus 152 12600
162 9000
165 6000

B.firmus 15S 6000

BcoaguluriS 404 2400

Факт обнаружения продуцентов целевых ферментов среди

ксгрег.офилькых.оссбгчно термофильных, фэрч*. микроорганизмов 

Ках наиболее -перспективных для производственной реализации имеет 
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большой практический интерес В этой связи нами проведена 

специальная серия исследований по количественной характеристике 

аспартазной активности у наиболее перспективных термофильных 

бацилл (табл.2) Максимальная ферментативная активность - 12 600 

мкмоль/час/ г сырой биомассы-отмс 4ена у штаммов Bacillus sp. 347 и 

В cer&us 152 Сравнительно высокая активность аспартазы (в пре

делах 6 000-12 000) обнаружена у 17 термофильных бацилл, 

представленных видами В licheniformis, В circulans. В.сетей։: и Bacillus 

sp Среди культур В lichenrlormis и Bacillus sp., продуцирующих аспар

тазу большинство штаммов обладали высокой аспартазной 

активностью.

Б результате проведенных исследований установлено.что 

термофильные бациллы, представленные многими видами микро

организмов. заслуживают особого внимания как источник получе-ния 

и применения разнообразных ферментов, в первую очередь 

аспартазы, а некоторые из них в качестве активных продуцентов могут 

быть рекомендованы для производства L - аспарагиновой кис-лоты из 

фумаровой методом биотрансформации.

Выполнение данной работы частично финансировалось гран

тами МИФ (Сороша) • RY 1000 и Ассоциации ИНТАС ЕС - 93-3512
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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА МЕТОДОВ СОХРАНЕНИЯ 
|дкТЕРИАЛЬНЫХ ПРОДУЦЕНТОВ АСПАРТАЗЫ И АСЛАР' АТ- 

БЕТА-ДЕКАРБОКСИЛАЗЫ

С.Н. БАГДАСАРЯН

Институт микробиологии НАН Армении. 378310 г Абозяи

На материале 4 илам мсэ-пр оду центов аспарт-а.зы и эспсртзт-бйтй- 
д^рбоксилазы разработаны эффективные методы длительной 
консервации и условий репродукции, обеспечивающие высокую 
Х4з :еспс-?обность и специфическую ферментативную актив наел штаммов 
^Установлена значительная верна би ль но сть как жизнеспособности так и 
фермента гибкой активности клеток-пр оду це нтов е яависимогтк от 
используемых лвтрдсв хранения, консервации и реаюгивацг 1

। ‘Наиболее эффективным способом длительной консервации 
штоммсв с поддержанием их исходной активности является хранение & 
Кдком взоте.Проду центы из разных групп бактерий требуют 
специфических условии хранения и консервы. ։л

Սափրւոէո՚սւփ և uiitiqaqiumiin րևկւ՚՚յ»;’։ սոփ|ւս>||ւ iujiuhv q.ljd.iqi •*• րսււսմներ|> 
ji|jiu> ՛. .. J,!՜: upui «nil ե վև}ււսււ։կտխ|ւս$|1ե ’t tttpn mfhuifUvi
Шрь Քևր, npnlip էՍԱ|Ա1Խւփււմ հև yuilUlIlibpli |4Արձ|*. hl.lnm-՜.-. . J.yitihp J. 
luifif. ֆևրտՈււրաւՎփն ակսփփււրյոէհր

i Հարոխսրհրփսծ է |ւհ.՝Ա|հս IjiVjurufiiuIjr.ip.nufi, tujtiiqhn I» ■’.liquq: Htq ն 
flf.i ’|’։4»։։m։։i-pbunu-J|h։puppnpi»li[!uq ոտս.’ ։qn|q!;h’i|i p>»|l>-iib;i । ч г un.j((iti 
ււ։ւխփւ|ււ։յ։յԱ1Ա փուխՀ нсц* ‘inipjmUp կււփոխ^ ihjunuqu|it?ii օր li{ ub.-.piif»»»ք?ւ. 
1ւոճւ։երվաւյմաս ե ոեւսկւո|յփսցման մերումերի»)!

I Շւոէսմնեյփ եբկայսսւոե iqi'.ibunuGibufj U հւս|։ււր.:1ււռ՚՛ տկսփվսդտււմւ 
ւ։րւսհս|ւսնմ։սն hiutfiup ւսբւյա^վէ??։ I. համւսյւվում հնտււկ tuquuih սյ:-.-»սւ)։tij|ii»՜

՝ : SiuppUp րւսկսւե[||:ւնլ խմբերի t'JjniiicqiiJrեե|1 սրսհ-սնշւււս !<ե ։:}րյ1ւ>սււյ1նսսքւ հ 
կւմաեոփպւ մ աս |iti|itishiuumU| ս|այւԽյ1№եր:

|' Tb‘ ufHcicn։ ։iv.։lhi։J> far Jcng-tvnii wnwrvaJmn лп«1 rcf-ih'-cJinn .il h-in 
■miiH-pn’.ii'. jrs nl .«>p.irv»vc лпг1 >»>ря:М! ՛-A •. *:1ч хуЬче uvlivtly huva Խճ.՚:ւ 'a< rkv<!

[ Tile variability of enzymatic activity ef th' cc’h-producer, of nsp.ut.VA .mJ 
й»рлДп1©тЫф1‘<1еспгЬ9ху1в5с depends on the methods o. keepin,». ւօոտ”Ռ’ոեօո:֊ nnd 

Bwcuv.lt’on v
The liquid nitrogen ir. the effective inclhciil of < •nsvrv.iliun tot I'.iuintaiinnee <d 

the witinl activity of the strains
I 'Ли* ptuduevrs iroin different group •■! bhcieria need the .pxi.d erviK-nu-Qts -d 

lk ton^'njdion.

Микроорганизмы - хранение и кон<:ергпциг1 >моо

Методы микробиологического катализа и трансформр։;՛/./ 

получили широкое распространение для получения раэноог»разных 

биологических соединений, в том числе оптически активных змино-

лог (7-10]. В ряде стран организовано промышленное произ- 

1СТБО 1֊аспардгиновой кислоты и l-зланина с использованием 
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аспартазы и яепертат-бета-декарбоксилгзь։ [1-5]. Вместе с тем мето
ды хранения и репродукции штаммов продуцентов указанных 
ферментов изучены недостаточно

Нами разработана оптимальная питательная среда для 
выращивания и сохранения высокой ферментативной активности 
культур-продуцентов аспзртезы и аспзртат-6ета-де^зрбо<сипазы [6].

Настоящая работа имела целью выпэлен/е эффективных 
методов хранение, длительной консервации и репродукции, обеспе
чивающих высокую жизнеспособность и специфическую фермента
тивную активность клеток-продуцентов аспартазы и аспаргат-бата- 
декарбоксилазы

Материал и ыегодякл. Объектами исследований явились активные 
продуценты аспартазы - Егмп1о аго^еа шт И։ .МИА В-785 и термофильный 
штамм Еаситп ззр. шт. ИНМИА В- 4011. а гзкжэ «спартат«6п1 а декар
боксилазы ГпесаНь шт ИНМ.ИА 8-5232 и Рьсийотопаь шт
ИНМИА В-14 55

Культуры мезбфильмых организмов поддерживались на 
мясопопгонном (МЛ) и рыбном (РП) агарнх при 28-30^. а термофильный 
штамм - при 56о. Для индукции аспартазы о среду добавляли 0.5% 
фумаровой кислоты, а лспгртат-бетз-дегдрСоксипззы-анзпоггчнсе  
количестве 1-оспарагинсвой кислоты.

Аспартазную активность (аепгртгт-амт.;»^- лиаза. КФ 4.3 11) 
определяли согласно известному методу [10]. аспартат бета- 
декарбоксилазную активность (1-аспартат-Ч-кзрбаксмлаза. КФ 4 1. I »2) - по 
способу [9}

Сохранение жизнеспособности продуцентов и их ферментативной 
актив ности изучали г условиях хранения в виде косяков, залитых 
вазелиновым маздой. с последующим их хранением при »•$+;.> Для 
хранения купьтур-лредуцгктов исо֊.. довели также 30 и 60%-ный глицерин 
Помещенная б стосильные пг •-•••ьчллиноаые флаконы сырая бит^асса 
культур «вливалась по 3-10 мя 30 и 60%-ным раствором глицерина (на 2/3 
объема). Флаконы хранились в холодильнике при -10а.

В работе применяли хранение штаммов в почве, зараженной 0.1 мл 
бакте-риально։՜ суспензии клеток с определенном титром После инкубации 
в течение 1-2 суток при ЗОо они хранились при сухой комнатной температуре, 

Для консервации клеток з жидком ьэоге использовали биомассу 48- 
часовых культур, суспендированных в Мй» г/еззясслз (бы^-ъя -• ։воретка-60 мл. 
МПЬ-20 мл и глюкоза-мл 40%-ного раствора). 8 стерильные 
молибденовые ампулы вносили по 0.15 мл суспензии с определенным 
титром. Быстро запвлины» смлуг.ы после постепенного их охлаждения (с 
режимом 1-2с в течение 1 мин) погружали в жидкий азот, где 
обеспечивалась температуре -196? Репродукцию культур из жидкого взоп? 
проводили погружением ампул е водяную баню при 37с.

Пр»1ме‘<ллась консервация а лиофильно гысушенном состоянии, и в 
качество защитной среды использсваки среду Чистоту культур
до консеовацип контрол::росши методикой рпссем на агарлпока.чкой 
летательной сред< для взращивания прч-дуцектоп асп&ртазь и .тг,пй»о։р.т« 
бега-декорбскснлвзы, разработанной нами (б), а также пря:л։ш 
микрдекойироэднием с иегхшъзоаекнем фазового коит^гла
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Репродукцию жизнеспособности я реактивацию ферментативной 
чинности осуществляли с использованием физиологического раствора и 

соответствующих реакционных сред. Срок наблюдений • 3 года.

Результаты и обсуждение. Проведенные ранее исследования 

показали, что изученные штаммы бактерий-продуцентов аспар«изы и 

аспартат-бета-декарбоксилазы в процессе хранения и пересевов в 

значительной степени теряют исходную активность. Данные, обоб

щенные в табл., показывают, что хранение клеток-продуцентов в виде 

ЙОсжов, залитых вазелиновым маслом, допустимо для Е.аго1беа до 2

лет без значительной потери исходной активности. Сравни-тельно 

высокая активность отмечается у клеток B.subtiiis ssp. и A.faecalis - от 

78 до 71% от исходной при незначительной потере жизнеспособности 

до 3 лет. Штамм Pseudomonas sp. под вазелино-вым маслом 
I сохраняет неплохую жизнеспособность и активность в течение 3 лет.

Максимальный срок хранения клеток E.aroidea и Pseudomonas 

so. в растворе глицерина -2 года. Через 2 года хранения как в 30% - 

ном. так и в 60%-ном глицерине не удалось обнаружить жизне

способные клетки. Высокая активность (72%) обнаружена у клеток Е. 

, aroidea при хранении в 60%-ном глицерине в течение 1 года.

Для клеток Pseudomonas отмечается потеря активности до 

26% при хранении в 30%-ном и до 14% в 60%֊ном глицерине. 

Установлены сохранение высокой жизнеспособности клеток B.subtiiis в 

глицерине до 3 лет и значительное повышение активности (30-35%) 

i спустя 1 год хранения в 30 - и 60%-ном глицерине.

Максимальный срок сохранения жизнеспособности для клеток 

£ aroidea и Pseudomonas в почве составляет полтора года с потерей 

исходной активности соответственно на 1/4 и 2/3. При указанном 

методе консервации отмечается сохранение высокой 
R жизнеспособности - 80% и ферментативной активности - 33% клеток 

8. subti/is до 3 лет хранения У клеток A faecalis установлена быстрая 

I потеря жизнеспособности до 14-18% к трем годам хранения при 

I сравнительно высокой и стабильной активности - 78% от исходной 

Хранение клеток A faecaiis в лиофильно высушенном состоянии в 

течение года обеспечивает удовлетворительные показатели 

жизнеспособности и ферментативной активности Максимальная 

жизнеспособность сохраняется у клеток В. subtilis в течение 3 лет 

■ хранения при активности 90% от исходной. Клетки A. faecalis и 

I Pseudomonas сохраняли удовлетворительную жизнеспособность, но со 

значительной потерей исходной активности.
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Таблица. Сохранение жизнеспособности -* Ферментативной 

активности при консервации продуцентов асг. ՝:՛ гззь. аспа) и ас зар\а<- 

бота-декарбоксилазы (аопда)

’РПС-специальная среда для хранения и реактив:, дни продуцентов ;б].

Штаммы 
бактерий

Условия хр-дКёк’.'.я и
Консервации

Жизнеспособность 
спусти гадь

фпрм-ч. ЗТИВЬлЯ 
а+ тианпсп» % от 
исх.) спустя годы

• 1 3 1 3
Периодические г.е- аспа
ресевы. МПА +5+8° 
РПС*, под вязели-

+++ +• +++4* юо 80

новым маслом + 4 4 - 47
Е a rcidea Mtef dessicans
шт ИНМИА жидкий азот. -I960 + - + + Т ♦ 40 38

785 M/sr desstcans, лио
фильная сушка ,+ 18*20° ♦ 4 4 - 45 -
Почва.+ 18+20° 4֊ 4֊ • 75 •
Глицерин 30-60%-ный. - 
10-15°

-+/++ -/- 58/72 -/-

Периодические пе- аспда
ресеьь՛, *5+8° -♦֊•֊+ > » 100 80

++♦
РПС. под вазели-
новым маслом ♦ 75 71

A faecatis Mist dessicant.
W ИНМЙА жидкий азот -196<֊ 

Mist desstcans. л ио-
4 4 4 + ♦ 4 164 135

фиг.ьноя сушка, +18+20° + + 4 4 33 ОО
Почва,+18+20° - f ♦ 131 78
Глицерин 30-60%-ный, + +*/+ + + + ++/♦ + 4 32/35 31/29
-10-15°

Периодические ле- acr.cc
ресезы. +5+8°
РПС. под в-эзели-

+ + + + + ++++4 ЮО 8С

новым маслом -+++ 44 53 55
Pssudcmc- Mis՛. dessizans. •
nas sp жидкий азот. -I960 4 4 ♦ •*• Т + 52 55
шт ИНМИА Mist dessicans. л ио-

14S5 фильная сушка +13+20° 4 + t 4 38 32
Почва +18+20° 4- 42 -
Глицерин 30-60%-ный. + +/4 4 ֊/• 26/-.4
-10-150

Периодические ле- аспа
ресевы. +5+8°
РПС. под вазвли-

4-4+ + - + +++4 100 80

новым маслом ♦4 4 ’»++ 80 78
В subtilis ssp Mist dessicans,
шт ИНМИА жидкий азот, -i960 + + + + 4 4 - 183 183

4011 Mist dessicans, яие 
фильнан сушка +13+20° + 4- + 4 4 4 + 4 93 75
Почва +18-20° + 4+4 4 + 4 + 114 85
Глицери нЗО-60%-ный. ++++/4 4 4+4+/++ 30/35 68/68
-■՛. is* *+ +4 ___________ _ —. -Ч__ - • - - - -

По нашим наблюдениям, хранение клеток-продуцентов з виде 

косякое, залитых вазелиновым маслом, допустимо для Е.аг&Ееа до 2 

лет без значительной потери активности. Относительно высокую 

активность отмечали у клеток В зиЬИНз и А7аеоа//з-73 и 71% от 
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исходной - при незначительной потере жизнеспособности до 3 пет 

хранения под вазелиновым маслом.

Универсальным методом длительной консервации является 

■ хранение в жидком азоте. Клетки испытанных ку/«с»тур-продуцентов, 

|:-гфьдставленных видами Е. a raids a, A.faecalis и Pseudomonas, сохран- 
I яли 70%, a B.subtilis - 90% жизнеспособности s течение 3 лет х» дне- 

I ния. Однако сохранение высокой жизнеспособности клеток Earoidea и 

Pseudomonas не коррелировало с поддержанием высокой 

ферментативной активности: у клеток Е aroidea она составляла 38%. 

у Pseudomonas -55% от исходной активности

При хранении культур В. subtilis и A feecalis в жидком азоте в 

течение 3 лет наблюдали поеышение активности на 83 и 39% соот

ветственно.

Результаты проведенных исследований дают основание 
I рекомендовать для практической реализации метод хранения культур 

I B.subtilis ssp и A.faecalis в жидком азоте который обеспечи-вает 

высокую жизнеспособность и значительнее повышение исход-ной 

ферментативной активности до 3 лет хранения. Хранение указанных 

L культур под вазелиновым маслом до 2 лет может быть 
I рекомендовано как сравнительно легкий метод консервации, обеспе- 

Киа.ающий хорошие показатели жизнеспособности и активности.

Для поддержания высокой ферментативной активности 
[• Wrcidea может быть рекомендовано хранение в почве и 60%-ном 

глицерине до 2 лет

Для бактерий Pseudomonas отмечали понижение исходной 

। ферментативной активности при всех использованных методах 

хранения. Наиболее приемлемым методом длительного сохранения 

ферментативной активности является консервация клеток в жидком 

Г азоте

Данная работа частично финансировалась грантами МНФ 
I (Сороша) RY1000 и Ассоциации ИНТАС ЕС 93-3512
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РАСПРОСТРАНЕНИЕ ИНУЛИНАЗ У МИКРОСКОПИЧЕСКИХ 
ГРИБОВ

Л.А.ПИВАЗЯН. С.А.ДАВТЯН, Н.С.ХАЧАТУРЯН. Р.Н.ХАЧАТУРЯН, А.М.БАЛАЯН

Институт микробиологии НАН Армении. 378510. г Або:

Из инфицированных клубней топинамбура выделена И 
идентифицирована 21 культура грибов. 13 из которых обладали инулиназной 
активностью. Изучено усвоение различных источников углеродного литания 
Установлено, что большинство из них хорошо усваивают инулин. Отобраны 3 
активных продуцента инулиназ и определены оптимальные значения их 
ферментативной активности. У этих штаммов максимальная инулиназная 
активность проявляется при 50о. Оптимум pH у штаммов Т-6 и Т-1 равен 5 у 
Т-18 -7.0.

Գետնախնձորի վարակված սրսրսրճևրից մեկուսացված և իցեՕսւիֆիկացված են 
սնկերի 21 կուրոուրւսնհր, որոնցից 13-ը օժտված են ինայինսպային ա1րւփէխ։րյ։ա 1 
Որոշված Լ, որ նրանց մեծ մասը րսվ յուրացնում են ինտփնը և ֆրուկտոցր: Ընարփ; 
են ինոզինսպների 3 ակտիվ արտադրիչներ ե որււշված են նրանց ֆերմենաւսյ 
ակտիվության օպտիմալ նշաճւսկոտյտններր:

3 շսոսմն՜երի մոտ մաքսիմալ ինուլինւարսյին ակտիվությանը դրսևորվում է 
5(Խ-ում:թ11-ի օսյտիմամը T-6 եվ T-1 շաամների մոտ հավասար Լ 5-ի,իսկ T-18’ 7-ի:

The 21 cultures of fungi were isolated and identified from the infected tubers of 
topinambur, among which 13 cultures have possessed the. inulinase activity. The 
assimilation of inulin and fructose by the most cultures studied was revealed. Тисс 
active inulinase-producers were selected and the optimal values of enzymatic activity 
were determined.
The maximal inulinase of these strains was appeared at 5Րօ. The optimal pH for slrai 
T֊6 and T-1 is 5. for T-18 is 7.

Грибы микроскопические - инулиназа • инулин - топинамбур.

Инулиназы, или илулингидролазы - ферменты, специфиче 

гидролизующие бета -1,2-связи инулина (3). Культуры-продуце 

выделяются ь основном из почв или скринингом среди коллекцией 

культур (5.7].
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Целью настоящего иг.следо&ания было зыдзление и изучение 

микроскопических грибоа-продуцентов инулиназ иг инфкциросан-кых 

к.,убней топинамбура.՜

Материал и /лчсджа Объектами исследований явились ку. чгуры 
I грибов, выделенных из инфицированных клубней топинамбура сорта 
■^Интерес-?" урожая весны 1993г. из Аштаракокого района. Выделение грибов 

проводили методом накопительных культур. Части клубней помещали s 
копбы Эрленмейера с SO мл боды и инкубировали на качалке 2 ч при 28о

I После 24-часреой выдержки а комнатных условиях делали высев на чашки 
J} П8гр/. со средой Чапека следующего состава (г/л): МаГчОз -2.0: КН2.РО4 -1.0:

KCI- 0.5;MgSO{ х 7НзО - 0.5; FeSO< -следы; сахароза - 30.0; агар-агар • 20.0;
pH до стерилизации 6.0-S.5: стерилизация 15 мин при 1,0 атм Выделенные и 
Очищенные культуры хранили на авизованной среде того же состава.

Инулиназную активность определяли в реакционной смеси. 
|содержащей 1 мл культуральной жидкости (кж) и 1 мл 2,5 % -лого раствора 
г инулина в 0.1 М аце-тнтном буфере с pH 4,7 при 50° За единицу активности 
шпрИЙмгли количество фермента, образующее 1 мкмоль фруктозы за I мин 

в услоким-» опыта
Количество редуцирующих сахаров определяли методом Сомоджи- 

ШНель-сенд И}. Идентификацию грибов проводили на основании комплекса 
• ^льтурапь-ных и морфофизиологических признаков по известным 

определит елям |1.2,3].

J Результаты обсужцени?. Из клубней топинамбура выделен 

■ 21 штамм грибов Г рибы отнесены к видам Aspergillus niget. А. 

Jfuwgs.i;:. A. lerreus, A. flavus, Peni&llium palltans, P. cycleplum. Fusarium 
Koterospoivm. F. gfcbosum, Chaetomium walletii, F. javanicum. Mucor 

\.-racemo$usrRhizopus c.yzae. Macerates sp. Большинство изученных 

виде?. и родов описано ранее как продуценты инулиназ (9]. Однако в 

описаниях продуцентов не встречались такие как Р. palitans, Р 

eyefopium, A. terreus, F. heterosporum, Miicorates sp

Полученные результаты показали, что культуры грибов в 
Lкачеств& источников углерода в гой или иной степени используют все 

Г классы углеводов. По интенсивности использования сахаров на 

первом месте стоят глюкоза и фруктоза. Большинство куг.ьтур хорошо 
J растут на՜ раффинозе и мелезитезе. На усваиваются многими 

культурами сорбоза, рамноза, лактоза, дульцит, маннит. Салицин 

Й^юльзуется только культурой Aspergillus niger шт. Т-5. Этот штамм 

использует также винную,молочную, фумаровую кислоты Инулин 

К усвэивагтся большинством выделенных культур

Внеклеточную инулиназную активность культур изучали в 

динамика в течение 12 суток роста на жидкой среде Чапека. В 

■ качестве источника сахара были использованы по 0.5% сахарозы и 

инулина. Результаты исследований, представленные а табл. 1, 

^показывают, что на среде с сахарозой у большинства штаммов
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инулиназная активность • или о .ень слабая или не прснвлнетсЯЯ 

Многими исследователями показано неоднозначное влияние
источников углерода на проявление инулиназной-актлБности. Так, дпя| 

Kluyveromyces fra&lis (marxianus) наиболее низкий урой® I
продуцирования инулиназы получен на сахарозе.по сравнении о! 

инулином, сорбитом, раффинозой, фруктозой [8] Ровенхорст с соазт; I 

[7J для К. marxianus C8S 6556 ползали что на среде с фруктозрй.1 

которая является первейшим индуктором инулиназы [6], культура! 

образует вдвое меньше инулиназы чем на среде с сахарозой.

Таблица 1. Динамика проявлении инулиназнои активном

хульгур^нкубацпл на среде Чалёка, 280, культивирование на качалке).

Инулиназная активность,едйлп кж спустя .сутки) 1

Сиды и штаммы с 0.5% инулина֊ с 0.5% оахарбш1֊]

3 5 7 10 3 5 7 10

Penicilhum palftans Т-1 1.0 1.8 1.2 1.0
о о.оз о ]

P.cyriopkim Т-18 0.8 1.2 0,9 0.9 0 0 о о
Pehicfflium sp. Т-18-1 0 0.3 0,5 0 0 0 0 0 1
ЛЗРь'.-пД'иЗ tfaVUS. Т-411) 0 0.04 0.03 0 0 0 0 0'
A fawns Т-7 0.01 0.04 0,3 0 0.М 0,04 0.04 0.02
A. terreus Т-20 0.12 0.6 0,6 0.08 о о о о 1

A. niger Т-6 0.2 0.9 1.15 1.12 0 0 0.02 О.У.
Fusarium heterosporum
Т-10 O.CU 0.04 0.04 0.23 0.09 0.01 0.01 л

. Fusarium sp Т-16 0.2 0,33 0.26 0,15 0 000
Миcoralies sp Т-11 0 0.23 0.18 0 0 000

Следует отметить, что характер роста, спорообразование, 

накопление биомассы на обеих средах у большинства изученных нами 

культур идентичны Различие в проявлении инулиназной активности на 
средах с инулином и сахарозой носит скорее штаммодЯ 

характер.чем видовой. Так. у Р. Ь&егозрсгит Т-10 ссаз-нимые: 

показатели инулиназной активности на обеих средах, а Ризалит зр. Т- 

16 при сравнимой с предыдущим штаммом активнос-ти на среде с 

инулином на среде с сахарозой таковую не проявляет. Таковы жв 

результаты в вариантах с АЯауиз Т-4(1) и А. Амиз Т-7.

Из 21 бы деленной из топинамбура культуры грибов 13 обла

дали инулиназной активностью, что говорит о целесообразности։ 

отбора продуцентов из инфицированных клубней топинамбура, .
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Инулиназная акг/.знпсть на срадэ с инулином у mhoi/.x шгам- 

L3S независимо от з-лда и рода грибов, проявляется в различные 

сл֊‘.г. роста. ’Эк у ряда штаммоз \Р palitans Т-1, Р. c՝/clopiu>n Т-18. 

А.тдег т-б) у/<е на 3֊՛/ су пси роста отвечается инулиназная ч;иа- 

Гйэст-՝ ■ ■. $льь'зя с-;-.՜ ясность сохраняется на достаточно высоком

уровне и ;д 12 сутки, когда завершена стационарная фаза розга

1..;Н-?акгханы или мучительно акгизны как штаммы R/i.’zgc.os, .- 

gibbosum. Chaetomium waHefii.

Более подробно изучены 3 аиивлЪ’х продуцент? г:?/г.м.нг>з - 

Aspergillus niger Т-6, PenioUiium pagans Т-1, Р. eyefopwm Т-18 на 

«еовоиачальнем'уровне сохранившие инулиназную активность после 

ггода хранения.
ЕЙсслглооано ели.ччге’ тзмп-.рд /ры я реакции ссс-гц.՛ и-:. 

инулиЙгз? у*.о активность этобрани, х штаммов (табл.2,3).

I Гвб»7Г1'5? 2. Р 4f.֊> Н& ТЪ>.!ПИр2Г\ ре! HS ИНуШШЯЗЧуЮ ?7л

кулз-r/p rptPas (субсграт - /% j 0,1 М •змг.г.^.у. оуср'^г. - -ь

•; ■

Те>'П5р-агура. 
оС • ---------

Р.pQliiai'S ШТ

Относи՜։дльиая активность. %

Т-1 P.cyclopium шт Т-18 Ал.’^г ШТ. |-3

30 50.3 36.4 Й
 i

40 70 90 62
50 100 100 100
60 86 77 97
7Г 26 6 23 3.4
80 20 и 1,25

I Оптимум температуры для 3 видов - 60՝-՛. Но достаточно 

захокмй уровень активности со.паклатся •/ при 60г<ум։зн1 ии~ясь при 

зтом На ЗД14.6 и 23,0%.соответственно для штаммса Т-в. '1-18 и Т-՜* 1

Е Если изменение температуры оказысае; г;о -т.-; о<.='*.-:с1.;е! .-.ог 

действие из инулиназную активность кспь՛данных культур, -о зпи-нни- 

. р'п не носит такого характера Оптимум pH՛ одинаков и рапе:-: 5.0 у 

| Штаммов Т-6 и Т-1 АзрегдНта и Pen.Wu.ni, а у штзм.՝..оз Г-1 й Т֊:з 

рода Ретс1«||ит разница б оптимума pH составляет 2 единицы. Р. 

раШала Т-1 проявляет активность г֊ пределах pH от нейтрального к 

Мслому, а Р.сус!ар1՝ит от нейтрального к щелочному. А. п1дэг Г-З 

проявляет активность е более широких пределах pH.



Таблица 3. Влияние pH реакционной смеси на инулиназ 

активность (субстрат-1 % инулин. 500; pH 3-5, 0,1 М ацетат 

буфер, pH 6-8-1/1М, фосфатный буфер, pH 9 - 0,2 М НаОН 

лициновый буфер)

pH
Относительная активность. %

P.pairtans шг.Т-1 P cyclopium lut.T-18 A.niger uit.T-6

3 42,4 8.7 26
4 42.4 8.7 90
5 100 43,6 100
6 63 70 70
7 54.5 100 56
8 40 60 0.8
9 • 28

Работа частично финансировалась грантами МНФ (Сора 

RY1000 и Ассоциации ИНТАС ЕС 93-3512 .
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АСПОРОГЕННЫЙ ШТАММ БАЦИЛЛА - ПРОДУЦЕНТ 
ИНУЛИНАЗЫ-

4

З.Г.АВАКЯН. Н.А.АЙВАЗЯН. Э.К.АФРИКЯН

Институт микробиологии НАН Армении. 378510. г. Абовян

Получен аспорогенный мутант культуры Bacillus licheniformis с высокой 
1иназной активностью 4500 ед/г клеток, что в 10 раз превышает 
юность исходного штамма. Изучены физиолого-биохимические 

особенности мутанта и условия биосинтеза фермента инулиназы.

Uuiuw-^iud t Bacillus lichemformis-\\ ршрЛр li(jni|J։fnuqiuj|di tu'.pn|iijnipjiuup (4500 tf/q 
■ pyjty) iuuu)n>№qbO dniunuGui, upp ul|qpliiul|wG ;muitfh iu!pj։|i։|n։pj։nt։|i qhpiuqiuligmtf t 

1՛։ luliqtud: fh։։nuifiuiu|ipiluid LG йтипийиф $|iq|in|nq|uu-j»linp|-.d|niJltiul։ 
wmuliOGiulMUuilinipjniGCibpp li ^>'dpilbfiin|i l)LGuiuu])Gpbq}> oiqujfuhuj upujihuGGbpp;

j The asporogenous mutant of Bacillus licheniformis with high inulinase activity (4500 u/g 
I cells) has been obtained exceeding about 10-fold over die activity of the original strain. 
| PhyslGgo-biodicnnca! properties and the optimal conditions for biosynthesis of enzyme 

have been studied.

Инулин - инулиназа - бациллы

Продуценты инулиназы широко распространены среди 
равных групп микроорганизмов: бактерий, грибов и дрожжей [1- 

31
У бацилл - продуцентов инулиназы в процессе 

спорообразо-вания снижается ферментативная активность. И 
чем интенсивнее этот процесс, тем слабее инулиназная 

активность.
Целью настоящей работы являлось получение 

аспорогенного мутанта с высокой инулиназной активностью. 

Материал и методика Объектом исследования служила культура
ВвсМиз НсЬепИопг,1з шт ИНМИА-1911 из коллекции культур микроорганизмов 
Института микробиологии НАН Армении.

В качестве мутагена применяли" М - нитрозогуанидин (НГ). Для
получения аспорогенного мутанта отцентрифугированную биомассу 4-
чэсовой культуры дважды промывали в фосфатном буфере с pH 7.0. После

1ЫВКИ биомассу из расчета 10S кл/мл вносили в раствор, содержащий 1
мг/мл НГ. Экспозиция - 30 и 60 глин при температуре 400 , после чего

(водился рассев на чашки Петри со средой следующего состава (%):
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пептон - 1.0; дрожжезой экстракт • 0.5; инулин - 0.1. После 48-72 ч инкубации 
микроскопированием выросших колоний отбирали аспорогенные варианты.

Инулиназную активность определяли по методу Сомодж и-Нельсона 
[4]. В качестве реакционной смеси использовали раствор 1 %-ного инулина. 
За единицу активности принимали количество фруктозы (мк моль', 
образовавшейся при конверсии 1 г инулина одним граммом биомассы л 
течение одного часа при 400 в условиях качалки.

Результаты и обсуждение. В результате воздействия НГ на 
культуру 8. ИсЬегМоптнз получен аспорогенный мутант с высокой 
инулиназной активностью.

Сравнительная характеристика инулиназной активности раз
личных групп микроорганизмов показала, что активность получен-ного 
нами аспорогенного мутанта значительно выше активности исходного 
штамма и других культур микроорганизмов (табл.1).

Таблица 1. Инулиназная активность различных групп 
микроорганизмов

Группы и штаммы микроорганизмов Инулиназная активность, 
мкмоль/час/г сырой биомассы

Мутант В. licheniformis 
Kluyveromyces fragilis шт.3884 
В. licheniformis шт. 1911 
Aspergillus candidas шт .43(7)
В. subtilis шт. 1722

4500
1300

200
780
160

Изучено влияние различных источников углерода, азота и микро
элементов на инулиназную ак.ивность аспорогенного мутанта 
Ксилоза и целлобиоза являются индукторами при биосинтезе 
инулиназы (табл.2). Биосинтез фермента стимулируют органические 
виды азота (табл.З). Из микроэлементов инулиназную активность 
повышают ионы Са++ и Мд++ (табл.4)

Таблица 2. Влияние источников углерода на инулиназную 

активность (сахара добавлялись из расчета 1 %)

Источники углерода Инулиназная активность.
мкмоль/час/г сырой биомассы

Ксилоза 
Глюкоза 
Целлобиоза 
Сахароза 
Галактоза 
Маннит 
Мальтоза 
Инулин

1260
926,4

1223
630

1000
445
593

1260
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Оптимальная температура расщепления инулина - 50о, pH 6.5- 
6.0. Изучение культуральных, морфофизиологичэских и биохими- 

, ческих особенностей аспорогенного мутанта показало.что они в 
основном не отличаются от исходного штамма.

Таблица 3. Влияние источников азота на инулиназную 
активность (концентрация по азоту 0,3 %)

Источники азота Ферментативная активность, 

мкмоль/час/г сырой биомассы

Таблица 4. Влияние различных микроэлементов 
на инулиназную активность (концентрация ионов 0,001 М, иона кальция 
0.0)%)

KNO3 22

(NH4)2SO4 29

NH4NO3 185

Мочевина 166

Г идролизат казеина 1593

Пептон 1704

Микроэлементы Инулиназная активность.
мкмоль/час/г сырой биомассы

о

Контрольная среда 
без ионов

Zn++
Mg++ 
Са++ 
Fe++ 
Со++ 
Cu++

500,3
685,5 *

1222,8
2593.8
449.2

Работа частично финансировалась грантами МНФ (Сороша) 
RY1000 и Ассоциации ИНТАС ЕС 93-3512.
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ՍՈՅԱՅԻ ՊԱԼԱՐԱԲԱԿՏԵՐԻԱՆԵՐԻ ՆՈՐ ՇՏԱՄՆԵՐՈՎ «ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ ԱԶՈՏԻ» Ֆ1*ՔՄԱ ԻԱՑԻ ԱՐԴՅՈՒՆԱՎԵՏՍՒԹՅԱՆ ՄԱՍԻՆԱ.ՁՆ(1ՄՏԱՆԴՅԱՆ, Ֆ.ՍՍԱԹԵՎՈՄՅԱՆ, ԻՔՔԱՂԴԱՍԱՐՅԱՆՀՀ ԳԱԱ Սիկյսւթիո|ոգիայի ինսսփւոոսո, 378510. р. Աթովյան
Пахотные земли Армении не содержат клубеньковых бактерий сои и 

поэтому культуру сои необходимо обрабатывать нитрагином сои
Изучена эффективность двух штаммов ИНМИА-5783 и 5789 

клубеньковых бактерий сои. Штаммы 5783 повышает урожай зерна сои на 
9.0 цУга. а штамм 5789 - на 3.2 центнера Штаммы также увеличивают 
количество сырого протеина в стручках на 2-3 %Հայաստանի Հանրապետության փսրերսհծդերը սոյայի սրպարստակւո երիտներ ;են պարունակում. Այդ պւսաճաոով սոյայի մշակաբոէ|սր անհրաժեշտ է. մշակե| սոյայի նիստատինով:Ուսումնասիրվել 1 սոյայի պարսրարահ՚-ոերիաների երկու շտամսերի (5783 և 
S7X92 արդյունավետությունը 5783 և 5789 շսւամները ւսվերսօրևլ են սպայի հատիկի թերթը համսուրսաասխանւսրար 9.0 ե 3.2 ցԵնտներով յոտարանլրոր հեկտարում: Այս շաամներր 2-3 %-ով ավելւսցրել են նաև հուս պրոտեինի րանակը պատիճներում:
The arable lands of Armenia do not contain the nodule-forming bacteria of soybean. so 
«be culture of soybean needs the treatment of soybean nitragin

1Ъс efficiency of the two strains of nodule-forming bacteria of soybean was 
studied fhe .strain 5783 has increased (he yield ol grain soybean 9.(1 centner, hut the 
strain 5'89 - 3,2 centner from each hectare. The strains have increased the quantify of ’Jr. 
raw protein in the pods on 2-3 %.

Սոյա - պւպարէսրակւոերիաՕեր ացստֆիրսացխս

Սոյայի հատիկը պարունակում է մեծ թասակով սպիտակուց, ճարպեր, ածխաջրեր, անփոխարինեփ ամինաթթուներ, ֆերմենտներ, վիտամիններ և հանրային նյութեր: Հայտնի է նաև սոյայի հատիկից կարի, կաթնամթևլւրնևրի, մսի և այլ սքերթների փոխարինիչների ստացումը |Հ|Հայաստանում սոյա չմջակվե|ու պատճառներից մեկն այն է, որ հանրապետության հոդերր զարկ են սոյայի պալարաբակտերիաներից, որոնք, սոյայի արմատների վրա պալարիկներ զոյւսցնելով, յուրացնում են մթնոլորտային ազոտը մատակարարելով այն թուրփս և հարստաց՞նելով հոդը ազոտով [1.2.4]: Սոյան Լկորպխսպես մաքուր կուլտուրա է և հանրային ազոտական պարարտանյութեր չի պահանջում:Սույն աշխաաանթի նպատակն Լ եդել ստանալ սոյայի պալարաբակտերիաների նոր շտամներ ե ուսումնասիրել դրանց 
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ա՜(|։յեցությո.6[ւ սոյայի հատիկի բերքատվության, հատիկում սպիտակուցների ե ճարպի կուտակման վրա:
Նյրէրր ե մերողը: Սոյայի պարսոարակսւհրիաները ւսճ9սւաէ|եւ են Աբխագխսյի հոգհ՚էխյ.’ 11նբւտովաձ են շտրշ II’ շւոսւմներ, աաոմնասիրվե| րյրւսնւյ մորֆոլոգիական, ֆ|ւ(|]ա|ողսւկեՋսարիմիա!ք>սն հատկությունները և ւպւրլյո։նւա|ե»որ.1- թյանր սելհկւյիայի եէրսնակով: Աչ]սասսսնրո:մ <>ւրէւագորւԱ(եւ են խրասշսսւերկու յոուսմներ’ 5783 ե 5789:Դաշտային փորձերը գրվել են 19<եկ>., Հայ ասա անի եյէկրագործությւսն խխււփաասփ վււ.րձսււըսշտւււմ: Օգաաղործվել է. սպայի «ԿոմսրոԱւլկաւ. աեասկլր. Սորսյի կանաչ գանգվածում ՚ հատիկներում համ ւէլրաոեիրփ բանակը •’»ր։»2>(ե| I. Կերյոււի մերււգսվ (3|, <ոսրս|եբլյ Սււրպեսփ սարքով, երերի միջօցով:
ԱրղյոէՕր^երր և ր(ւ€ւսրկամր: Ինչպես ցույց են տափս ւայյուսակ 1-ի տվյալները, պասսրաբակտելւիանէրի 5783 և 5789 շսսսմ- նէւրը |՝արձրացրեւ են սոյայի կանաչ ցանցվածի րերքւստվւււթյունր մեկ հեկտարում համապատասխանաբար 15.6 և 14,4 ցենսւներով, իսկ հատիկի բերքը 9,0 ե 3.2 ւյենտներով:Սոյայի արմատների վրա բույսի զարգացման սկզբնական շրջանում սրսրսրացոյացումր թույլ I.» պարպփկների բանակը* բիչ: Բույ-սերի կոկոնսւկազման և ծաղկման շրջանում արմատների վրա սյարս-րացսյացումր ուժեղ Լ, պալարիկների թիվը սի քանի անգամ շատ I., բան նախնական աճի (2-3 տևրեի գոյացում) ժամանակ: Բույսերի կոկո-նակէսյման, ծազկման վաղում ազււտի ֆիքսացիան ամենաբարձրն է.
Աղյուսակ Լ Սոյայի պարսրաբակւոերիաճերի ազղեւրորյաււր 

Օբա կաՕաչ ղաԾցկաՇի ե հասւիկի բերղատվաբյաՏ վրա

ոսյանիչճեըը Կանաչ զանգված Հսսոիկսւաայիչ • 5783 չտամ 5789 չտամ սաագիչ 5783 5789շսոսմ չտամՍոյայի բերքա-ւովուրյանր. ց/Խս 59,4 79,0 73.8 12.1 21,1 15.3Սոյայի բե|յյփհ։ս՚.|1«|ոսկյ, ց/Խս • 19,6 14,4 9,0 3.2♦) - Ստուգիչ տարբերակը բոյսր տեգերում նշանակում է՛ աոանո սրպայւա-բակտերիաների.Սոյայի բույսերի արմատների վրա պալարիկները տեղակայված են աոսււ[1վւււս|ևս կենտրոնական արմսււոների վրա:Ազոտի կենսաբանական ֆիկսացիայի ւարոիվ փողում ուսումնասիրված I պրոտեինի բանակը կանաչ ցանցվածում (արյ. 2) և պրո- տեինի ու ճարսլի քանակը սոյայի 1ւասփկներւււմ (աո 3):Ինչպես ցույց են տափս աւյյասակ 2-ի տվյալները, պրոսւեիեի բանակի սոյայի կանաչ ցանցվածի պալարաբակտերիաներով վարակված տարբերակում ստուգիչի համեմատ ավելի 1 1,4 և 2,3 %-ով, համապատասխանաբար 5783 ե 5789 շտամների համար, իսկ սոյայի պատիճներում գերազանցում 1. ստուգիչ տարբերակը 2,0 ե 3,2 %-ով
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Աղյուսակ 2 Պրոտեինի րասւսկր սոյայի կանաչ ղանդկածամ I, 

պատիճներում, %Պարսըսյըակաեըիաների շսսսմնհբբ Կանաչ ւրսնգվածում Պատիճներում
Ստուգիչ 11,1 28.0
5783 12,5 30,0
5789 13.4 31,2

Ինչպես ցույց են տալիս աւլյասակ 3>ի տվյա|ները, պրոտեինի քանակը սոյայի հատիկների պալարաբակտերիաներով վարակված տարբերակներում գերազանցում է ստուգիչ տարբերակը 2,7 և 4,3 %- ով, իսկ ճարպերի բանակը' 1,1%-ով համապատասխանաբար 5783 ե 5789 ջտամների համար:
Աղյուսակ 3. Պրոտեինի Լ ճարպերի քանակը սոյայի 

հատիկներում, %Պսւլարաըակտեյվսսնեբի շսոսմներ ‘•կատեին *ճուրս|եը
Ստուգիչ 40,0 20.0
5783 42,7 21,1
5789 44.3 21,14

Այսպիաւվ, սոյայի պարսրարակսւերիայերբ նպաստում են նրա կանաչ զանգվածի ե • հատիկների բերքատվուրյան բարձրացմանը, ինչպես նաև նպաստում են պրոտեինի ե ճարպերի կուտակմանը սոյայի հատիկներում ե կանաչ զանգվածում:
П-РНЧЦЪЛЬГд-ЗаЬЪ

1. Лисичкина ГЛ, Кожевни ПА, Звягинцев Д.Г Микробиология, 55, 1. 1986.
2. Налбандян А.Д, Аветисян Б.А., Бабаян ГС. Вопросы микробиологии (биол. 

фиксация атм. азота). 8; Ереван, 1981.
3. Петербургский АВ. Практикум по агрономической химии. М.,1960.
4. Рийхинштейн М.Е., Мелик Тер-Саркисян С. С.. Кр&гсвич ВЛ
Микробиология, 45, 2. 1976.
5. Толстогузов В.Б. Искусственные продукты питания. М., 1978.Ստացված է 15.IX.1994
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i r.uiւշր жури. Армении. 1 (48). 1995.
УДК 573 68:632 951

НОВЫЕ ПЕРСПЕКТИВНЫЕ ШТАММЫ БАКТЕРИЙ ДЛЯ БОРЬБЫ 
С КОМАРАМИ

Ж.Х.ОР1ЛАНПН, П.Е.ТАТЕЭОСЯН. М.А.КИНОСЯН

ИИнститут микробиологии НАН Армении. 37S510, г.Абовли

ТТИз н&сакомых-еродитолей, собран: ՝чх с различных районах 
Армении, были выделены новью бакгериальные культуры и rip? а их 
москитоди.диая активность. Устзнослено. что из испытанны/ культур 
пмс о ковирул ситными к личинкам комара Aoctes aegypti L оказались 10 
штаммов, принпдл-жащих к видим Вас Hus thuiingtensis и BcdUus sphacricus.Հայւսսա lift!։ iniuppbp ^րջաՊւևյ >| Խւոէրտփսծ *.|6ւսսաւււա Лру.ш. ЯЦф<| մնկււսւուօվհւ 
bli ճոր րո»1լաև|փ։ւղ կուլա пиний հր է* ւտոպփւլ ևՍ (ijim'iij մոծ։ս1րսոոխն՜ւ ակսփփււրյւււ6ր: Պոյր«|'|հ| I,, пр փորձարկւիսծ կաւս>արաքւ1ւր]սւ Ar7.> .‘ւ-^^ւ I. մոծակի րրրուրքւհյփ Ակսաւմամր բարձր (|իէ1ււ(|հ6սւհւթյաքւ bit աայսւրհ|ւել l.tycilkh 
thunnf'icikiin ե llwif/thi spliaeiicus տևասկ6էւրի6 սլսււսկա(ւու| lO ;nnuhlibp

The new bndvrinl slniins were iwtnlcd ..nd l-. xlct! for mo.quitncidc atfreity from in -evts 
nf different regions uf Armenia. Ihe great ..irlcncc unong ։l»c tested cultures ngaiikd (he 
birviie of .և </«.՛>՝ .tepypti I iiuvc shown 10 ճէոսոտ cf b‘.ici/'u< tbwhyp&fshi nnd /?г.ч//Л՛՛. 
fph.iem'UA

Энтомопетоген,чь1& бациллы - комары - моакнтоци.цы.

Среди изученных групп микр эорганмзм.са по

Инсектицидным свойствам палнются определенные виды аэробных 

споросбразующих бактерий Bacillus thuringionsis и Bacillus sphaericus, 

используемые в настоящее время в производстве инсектицидных 

препаратов [1-3]. Исследоватэлями разных стран подтверждена 

патогенность культур этих видов к личинкам комаров, мошек и 

некоторых других вредоносных двукрылых [5, 7-9]. Анализ опубли

кованных работ показывает, что несмотря на значительную 

систематическую и биологическую отдаленность B.sphGericus и 

Bthuringiensis. механизм их энтомоплтогенного действия доаольно 

схож, ио москитоцидно» действие кульг/р d.sphoerlcua пронвллится не 

ранее сугок. a B.thuringlensis - через минусы. Особый научно- 

практический интерес вызывают культуры В sphniricus, которые своей 

москигоцидной активностью, способностью к длительному 

сохранению и репродукции в водоемах и других местообитаниях 

комаров могут обеспечить стабильную санацию от личинок комаров в 

природе.

Целью настоящей работы являлось изыскание новых перс- 
пективных культур B.thuringtensis и B.shcaeiicus, обладающих высокой 
москитоцидной активностью.
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Материал и методика. Объектами исследований служили в основном 
погибшие насекомые, собранные в различных районах Армении, а также 
Арцаха. Грузии, России, Украины и Ирана. Всего было обследовано свыше 
150 образцов различных видов насекомых, принадлежащих к отрядам 

. таракановых (Bialtoptera), богомолевых (Manloidea), прямокрылых 
(Orthoptera). равнокрылых (Homoptera), полужесткокрылых (Hemipteia), 
жесткокрылых (Coleoptera), чеиг/ехрылы;. (Lepidop-tera) и двукрылых (Diptera}.

Для выделения бактерий образцы насекомых поело растирания с 
водой, с их последующей пастеризацей при 70о в течение 10 мин высевали 
на поверхность среды в чашках Петри. Рост бактерий учитывали ня 2-3 
сутки инкубации при 30°. Культуры бактерий разных видов выделяли Н 
очищали Инсектицидные свойства выделенных новых культур изучали в 
отношении двукрылых (личинок комара Aedes aegypti L.) и чешуекрылых 
(гусениц тутового шелкопряда Bombyx mori L.) по методу Карпова [4] и 
Швецовой [6]. Для оценки москитоцидной активности тест-объектом 
служили личинки второго возраста кровососущего комара A^des aegypti L. 
непрерывно культивируемые в инсектарных условиях. Москитоцидную 
активность новых бактериальных культур устанавливали путем 
инфицирования воды, предназначенной для подопытных личинок. Для 
опытов использовали химические стаканы емкостью 100 мл. Изучаемую 
культуру микроорганизма, снятую с поверхности твердой питательной среды 
(в объеме одной микробиологической петли}, сначала суспендировали е 
пробирке в 1 мл воды, затем вливали в стакан с 19 мл дехлорированной 
воды, куда вносили 10 личинок комара второго возраста из иксектарной 
культуры. В контроле использовали стерильную воду Температурный режим 
25-27° учет личинок проводили в первые часы после постановки опыта и 
затем через 24. 46 и 72 часа.

Инсектицидную активность выделенных культур по отношению к 
тутовому шелкопряду устанавливали путем разового скармливания 
насекомым инфицированного корма. Для каждого штамма бактериальной 
культуры количество подопытных гусениц составило 30 особей Контролем 
служила стерильная вода. Наблюдения за состоянием насекомых велись в 
течение 3 дней.

Результаты и обсуждение. В результате исследований 

патогенней микрофлоры погибших насекомых - вредителей 

сельскохозяйственных культур, проведенных б 1992-94 годах, из 155 

образцов насекомых выделена 331 культура слорсобразующих 

бактерий, отнесенных к видам B.thuringiensis, B.sphaericus, B.subtilis и 

Bacillus sp.

В табл. 1 представлены данные о микрофлоре 8 отрядов 

насекомых В микрофлоре представителей отрядов таракановых, 

богомолевых и прямокрылых культуры вида B.thuringiensis и 

B.sphaericus не выявлены. 75 культур B.thuringiensis и 67 - B.sphaericus 

выделены из микрофлоры представителей отрядов равнокрылых, 

полужесткокрылых, жесткокрылых, чешуекрылых и двукрылых. Из 

представителей отряда полужесткокрылых выделено 11 культур вида 

B.subtilis.
Для изучения москитоцидной активности выделенных 

культур по отношению к личинкам комара Aedes aegypti L. отобрано 
140 штаммов бактерий видов B.sphaericus (48 штаммов). 
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В.1Ь'м1г,с;1еп51$ (26 штаммов) и Г.асН!из гр. (66 штаммов). Данные 
представлены а табл.2.

Таблица 1. Распространение культур спорообр^вуга :их 

бактерия а микрофлоре мь&екомых

Насекомое Коли 
(отряд) ЧОСТБО

образцов
Доего

Сыдгпипа гугг.-гур
3.(Ъипп- Г<5р/Тйй- Л=1/ЬТ;5 <0.

д1ёкз1з тзз

Таракановые 
В1дИор1ега 1 2 ֊ ֊ - 2

Богомоловые
Мап*О1деь 2 6 6

Прямокрылые
Ог1Ьср&га 2 и 11

Равнокрылые 
Нотср1ега 4 5 2 2 1

Полужесткокры
лые, или КЛОлЫ 
Нет!р1ега 23 60 10 12 11 27

Жесткокрылые, 
или жуки 
Со1еор1ега 33 172. 37 30 - 'Я*

Чешуекрылые 
или бабочки 
ир!с1ср1ега 28 55 13 11 - 28

Двукрылые, или 
мухи 
О/р^ега 7 20 10 3 7

Всепз 155 331 75 67 И 173

Вид бацилл Рабочие номера Гибель/мчлнок ( /о) спустя (ч) 
вирулентных ----------------------------

Таблица 2 Динамика проявления мсскыоцициой активности 

новых вирулентных Шташмо^ бацилл в оптом екни личинок кома, V? 

Аздез аедурМ I.. (культуры выращены из РП. титр бактериальны/, 

суспензий 150-350 тыс/мл спор)

штаммов 0.5 ЛО ГО <л 5 24 23 45 52 ■

В.зрЬзепсиз 12 0 0 0 0 90 100
1-1 0 0 0 0 80 90 100

ВЛЬиг!ГКрепз13 61 100
71-1 100
63 70 100
8 80 80 100

27-2-1 0 0 0 0 0 0 80 50 •. 0
263 0 0 0 0 70 90 100

ВасИ/ьз $р. 69-5 0 0 0 0 60 60 80 90 1' V
73-5 0 0 0 0 0 30 60 ЬО ]0О

Контроль вода 0 0 0 0 0 0 0 0 0



Установлено, что из 48 штаммов С-.зрЬаепсиз в отношении 

личинок второго возраста комара Аебе$ аедурИ I- высоковирулент

ными оказались 2 шт .мма. При этом полная гибель личинок насту

пала в течение 24-48 ч после инфицирования. Из 26 изученных штак 

мов В (Ьиг!пд(еп$18 высоковирулентными были 5 штаммов. Макси

мальная гибель от действия указанных штаммов наступала в течение 

0,5-2,5 ч после инфицирования. Приведенные данные показывают, 

что москитоцидное действие высоковирупентных штаммов 

ВЛЬиппд1епз15 по сравнению с таковым штаммов В.срЬаепсиз про

дляется в весьма короткий промежуток времени.

Для выяснения влияния перспективных москитоцидных штаммов 

полезную энтомофауну было изучено их знгомо-цидное 
Дв^Лвие на гусениц тутового шелкопряда. Результаты опытов 

кЛса^али, что из испытанных 10 москитоцидных штаммов в отношении 

предъявителя полезной энтомофауны тутового шелкопряда 

зярулек&ыми оказались лишь 2 штамма ВЛЬиг1пд1еп51$ - 27-2-1 и 263 

»табл.З}

Таблица 3. Вирулентность новых перспективных 

ьюскитоцидных штаммов бацилл к гусеницам тутового шелкопряда 

(культуры выращены на РП, титр бактериальных суспензий 120-200

гы&МЛ спор)

ВиД бацилл* Рабочие 
номера 
штаммов

Гибель гусениц (%) через сутки

1 2 3

В.зрЛаейси$ 1-1;12 0 0 0
3; 61; 63,
71-1 0 0 0
27-2-1 100 - >
263 100 - -

ВлсгЯиззр. 69-5; 73-5 0 0 0
Контроль кода 0 0 0

Этот факт придает перспективным москитоцидным 
штаммам еще большую ценность, так как при их применении 
полезная энтомофауна сохраняется

Выполнение данной работы частично финансировалось 
гран-тами МНО (Сороша) ВУ ТОСЮ и Ассоциации ИНТАС ЕС 93- 
3512
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УДК 556.14

О ПРОЦЕССЕ РАССОЛЕНИЯ ПОЧВЫ И 
ОПТИМИЗАЦИИ ЕЕ ВОДНО-СОЛЕВОГО РЕЖИМА

С Г.КАРАПЕТЯН

НИИ водных проблем и гидротехники. 375047, Ереван

Разработана методика определения длины распиленного елся почвы 
образс-БДэшегося в процессе вписывания воды и оптимизации лочвенно- 
водно-солевого режима, которая позволяет создавать благоприятные 
условия для получения максимального урожая сельскохозяйственных 
культур.

U*2iul(i|wd I hnipiui ?|ф ПЬр&ббшб u|pngbunid qnjiutjnn tu։|Uiqlipdt|md )L|iih|i 
Uplpupnip.iiuG cipn^ihuC It hnniu-ypiu-iuipnj|i6 nbd|nlh oup։i|nl|iqiugihuli l»iputiuit|, npp 
J։Q։upun|։ipnipjinfi I. miU||iU uuihqdb] ptupbViii|iuinn U|ui|lftliGlihp qjinqiuuiGiiihuiulpuU 
l|UipinHp։uGLp|i imriui|h|iu<|injG pUpp nuiiufnupn h։ud»up՛

Method for determination of length of the desalinated layer of Soil, ydi'uli i> funned 
during the ahsorblian procesr of water, have been presented. The regvla nt res hdoven 
one length (size) of soil layer desalted and the layer of filtrated water have been re՝ va\.J. 
The methodical approaches optimization ol wukr-snhnc rclatienshipj is proposed for 
obtaining of niaximuni yield of agricultural crops.

Мелиорация֊ рассоление гючзу - водно-солевой режим почвы

Исследование процесса солеперемоса в мелиоративной науке 

развивалось в двух направлениях - эмпирическом и теоретическом. К 

первому направлению относятся работы Л.П.Розова. В А.Ковды,



С.М.Легостаева, В. Р. Волобуева, П.С.Пампга и других авторов. Ими 

предложены эмпирические формулы, с помощью которых определ

яют норму промывной воды при обессоливании земель.

Э основу теоретических разработок (1-5. 7. 8] положен метсД 

физико-химической гидродинамики. Согласно этому методу, физи

ческая сущность солелереноса рассматривается как вынужденная 

конвекция фильтрационным потском с развитием молекулярной 

диффузии, растворения и выноса солей.

Цель нашей работы ֊ разработать новый метод для решения 

данной задачи, существенно отличающийся от применяемых методов

Процесс рассоления почвогрунта нами рассматривается е виде 
изменения длины расселенного слоя б зависимости от количества 
профильтровавшейся воды. Принимается, что в расселенном слое 
изменение концентрации почвенного раствора во времени и воздействие 
конвективного и диффузионного процессов на ход солелереноса 
завершены, поэтому необходимость ь определении трудно-решаемых 
коэффициентов диффузии и растворения отпадает. Это позволяет намного 
упростить решение поставленной задачи.

Применяются следующие исходные условия:
- процесс рассоления рассматривается в колонне однородного 

засоленного почвогрунта, длина которого принимается равней высоте 
капиллярной каймы:

- соли в почве рассматриваются а виде почвенного раствора:
- содержание солей в почве вырах<ено в виде отдельных солей, а не 

ионов

Результаты и обсуждение. Исходной позицией теоретичес-кого 

обоснования процесса солелереноса является объективно 

существующий факт, наблюдаемый в ходе насыщения сухого почво

грунта. Это - разделение количества впитавшейся в сухую почву воды 

на две равные части Пэрвая насыщает определен. ;ую глубину почвы 
И։, а вторая транзитом проходит через этот слой, удовле-творяя 

условию перемещения отмеченной поверхности воды на длину 7\ [6]. 

На этой основе получено уравнение скорости впиты-вания первой 

порции воды в слое высоты капиллярной каймы. С помощью этого 

уравнения получена зависимость для определения скорости 

фильтрации Указанные уравнения также являются исход-ной 

позицией для теоретического обоснования процесса солепере-нсса.

Рассмотрим процесс перемещения солей в колонне однород

ного насыщенного почвогрунта при нисходящем движении воды. 
Коэффициент полной влагоемкости равен ^1. в долях единицы. 

Длина колонны равна высоте капиллярной каймы (Н*). которая в 

сухом состоянии насыщается слоем воды Ьпр. Параметр Нк является 
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предельной глубиной засоления почвогрунта. Среднее содержание 
данной соли в колонне равно сп. После рассоления заданного слоя 

почвогрунта содержание солей в расселенном слое достигает 
определенной величины св. равной количеству этой же соли в 

подаваемой воде (рис).

Рис Схема перемещения солей в почвогрунте

1 Среднее содержание солей в слое Нк »СП) 2. Распределение 
концентрации почвенного раствора в слое Н« дс промывки. 3 Остаточное 
содержание солей. равное концентрации подаваемой зоды (С^, 
Перемещение максимальной концентрации солею ниже рассованного слоя 
при фильт К 5. Перемещение максимальной концентрации солей ниже 
допустимой глубины рассолений (Нх/з). 6. Направления движений воды и 
солей на допустимой глубине почвогрунта

Допустим, что максимальная концентрация почвенного 
раствора находится у поверхности земли и с0 меньше Сп Тогда при 

прохождении максимальной концентрации почвенного раствора или 
отмеченной поверхности воды через насыщенный слой Нк в нем 

будем иметь однократный водообмен между поступающей пресной и 
стекающей минерализованной водами В оезультате из слоя Нк будет 

вынесено определенное количестве соли. При определенном числе 
водообменов среднее содержание данной соли э слое Нк уменьшится 

до предельной величины, равной количеству этой же соли в 
подаваемой воде, и из слоя Нк будет вынесено количество данной 

соли, разное
А С = СП-С8

(П
Аналогичный процесс имеет место в верхних частях слоя Нк 

Допускается, что в каждом цикле водообмена из расселенного слоя 



выносится среднее количество данной соли, равное одной части Оо<> 

от общего количества выносимой соли О с.

Из вышеизложенного вытекает, что при однократном 
водообмене в слое Нк на определенной глубине !} кратность 

водообмена достигает предельной величины кр, и на этой глубине 

почвогрунт ра^соляется. Это значит, что максимальная концентрация 
почвенного раствора перемещается ниже слоя И и содержание соли з 

нем падает до минимальной постоянной величины. Этот процесс 

выражается равенством
||=Як/кр

(2) .
Уравнение скорости фильтрации показывает почти линейное 

изменение скорости в зависимости от слоя воды над поверхностью 

земли Допустим, что при данном слое воды над поверхностью 
колонны истинная скорость фильтрации в грунте равна у)' Тогда 

длина перемещения максимальной концентрации почвенного 
раствора в насыщенном почвогрунте Г։ за единицу времени 10 

составит

(3)
Аналогично равенству (2) для слоя К можем написать

1х=*'1<о/кр (4)

где 1х - длина рассоленного слоя почвогрунта за. единицу 

времени.

Если максимальная концентрация почвенного раствора 
единицу времени перемещается на длину Г|, тс при прохождении этой 

концентрации на длину Нк с постоянной скоростью филыграции 

потребуется времени -Это значит, что перемещение отмеченной 

поверхности воды в слое 1| повторяется 1։ или к*р раз Ч1с позволяет 

написать следующее равенство

к'р=Нк/Г։=((/1о=Н|</у г‘о

(5)
Как видно из уравнений (2) и (5). при определенном слое воды 

над поверхностью колонны можно достичь такой скорости 
фильтрации, которая обеспечила бы условие кр=кр'. Тогда из 
уравнений (2) и (5) можем вывести

1։= кр!0; Нх= Г|1| и 1|= Г»=У|Чо
(6)

Если при однократном водообмене в слое Нк из него 
выносится одна часть общего количеств выносимой соли ( Осо), то 
при кратности водообмена кр в слое ч из него будет вынесено О с 



количество данной соли, и он расселится. На этой основе и с учетом 
равенства (2) устанавливается соотношение между параметрами Нх, 
Осо и кр1|, Пс и выводится равенство

кр—Н^Ос/ 1|С/С0
(7)

Подставляя значение кр из уравнения (7) в уравнение (4). 
получим зависимость для определения длины расселенного слоя от 
величин» 1|:

I х р V* ;1оОСо* /Н кОс
(е)

С учетом равенств у'|=у/*ь 1»=Ь^ и НкгЬпр^ зависимость (3) 
примет вид.

։х]=У’|10С>СоЬ/Л7|2НкОс или 1х|=У’;1<)ОСоЬ/ WihnpOc
(9), 

где V- скорость фильтрации, см/мин. ^заданный слой фильтруемой 
воды,см; ИПр- слой воды, насыщающий сухой почвогрунт на глубине 
Ни. см. Параметры Ьпр и Нк определяются по следующим формулам 
[6].

Ьпр— 2Ьо/гт» Нх— 2гпи/|
Коэффициент водоотдачи определяется по формулам т=1-2н/|/4у/| 
или гп-чУ| - т. где т - предельная полееая влагоемкоеть в долях 
единицы Параметр V определяется по следующей зависимости 16):

У]= 2Ь02пз / 1О[4ЬО^|2 - Ь|(2*|2пп -Нг^пт^ - 2т2+гпЗ)], (10).
где - заданный слой воды над поверхностью земли (см )

Для проверки достоверности зависимости (9) проведены 

полевые опыты

Б таблице приведены данные опытов и расчетов, откуда видны 

положительные результаты.

При современной методике определения нормы поливной воды 

исходным показателем является увлажнение определенного слоя 

почвы без учета особенносги перемещения солей ь данном, слое Это 

не позволяет полноценно регулировать водно-солевой режим почвы и 

обеспечить высокий урожай сельскохозяйственных кулыур Указанный 

недостаток устранен в описываемой ниже методике оптимизации 

почаенно-зодно-ролевых условий

После стекания избытка воды из слоя Нх его дл *а 

увеличивается на величину Нкт, составляя Н'кт=Нк(1 *-т) Влажность 

в указанном слов характеризуется коэффициентом предельной 

полевой влагоемкости (т).

Из практики поливного земледелия известно. что при 

дефиците воды в активной зоне ,20-30 % от предельной полевой 

влагоемкости необходимо поливать почву. Примем, что указанный 

дефицит воды составляет 25 %. Тогда исходная влажность (м) в слое 

Нк будет равна 0.75 т



Таблица. Расчетные и фактические величины расселенного

слоя при промывке земель Араратской равнины

Делянка Площадь. 'Л/1

м2

т Ьк.рвсч МаС!
Ьх.ф АС
м %

И՛ Ь Урае (х.расч 1ф
V* 

см м м/сут м м

1 
л976

2
1976

1

• 1

0.483

0.488

0,0123

0,0123

3.3
3.4

3,33
>3

0.623

0.459

10 1.55 0,395 0,97 0.9 
0.31

1.79 0.395 1.49 1,5
0.41

15 0.59 0.4 0.71 0.3
0.4

0.84 0.4 0.86 0.85
0.343

Г 
1977 Л 0.488 0,0123

3.33
3.25 0.686

0.468
0.076 0,463 0.069 0.06

0.468
0 16 0.56 0,165 0.16.

35 0,249 0.468 0.228 0,23 . 
0,498

0.946 0.468 0.59 0.7
0.339

1,685 0.468 0.98 0 95
0.317

2
197՜’ 1 0.488 0.0123

3,33
3.2 0.324

1.054 0 395 1.57 1.6
10 0.383

0,395
1.557 0.431 2,61 2,5

0.2 0.527 0.3 0 35

1
1977 1 0.488 0,0123

3.33
3.2 0.452

0.3 0.527 0.44 0.45

50
0.4 0.527 0.59 0.55

0.139 0.38 0.16 
0.266

0.17

0.28 0 38 0.32 0.28
1 3.33 0.266

1978 1.44 0,488 0.0123 3 0,292 5 0,56 0,38 0.69
0.286

0,8

0.903 0,38 1.11 
0 286

1.1

Опыты показывают, что интенсивность впитывания и испарения 
веды, а также восходящее перемещение солей на глубине Нк/2 резко 
сокращаются, поэтому указанная глубина является активной зоной 
интенсивного движения воды и солей вниз и вверх. Дефицит воды для 
насыщения слоя Нк/2 при исходной влажности 0,75 т составляет
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Ь|=Н'^1֊0,75т)/2
(11)

Насыщение слоя Нк/2 происходит с определенной средней 
скоростью впитывания (уЬп). величина которой устанавливается из 
уравнения впитывания, имеющего следующий вид (6]:

7Ьп)=у2>лп1)2 / {тм/йр ֊ 1о[’717(] - \Л](0,75тч(4Ьо+7*։) / Нк)]} 
(12) 

Как видно из (12). условие насыщения слоя Нк/2 
характеризуется равенством

УУ1 = 0,75т +(71|+ 4ЬО)/ Нк.
откуда значение составляет

1|=Н’К^1 - 0.75т)- 4Ь0] / V
(13), 

где параметр V определяется по формуле (10). Имея величину Ь 
по (14) подсчитывается средняя скорость впитывания воды в 
слое Нк/2

уьп = Н'кШ / 2Г|
(14)

С учетом равенства (11) формула (9) для условия полива 
земель примет вид:

1х=7ьп1о0соН,к(т/1-0 75т)/ 2тЬЛр Ос
(15)

Для заданного слоя впитавшейся воды величина 1х 
определяется по формуле

1х]=7Ьп1оЬсо1ут11ПрОс о (16/

Анализ зависимости (16) показывает, что входящие в нее 
параметры характеризуют почвенно-водно-солевые условия, кото-рые 
можно оптимизировать и получить максимальный урожай 
сельскохозяйственных культур. Так. при данном слое профильтро
вавшейся воды и количестве питательных веществ в различных 
грутах длина рассоле:::юго слоя может быть больше или меньше 
величины Нк/2. При условии когда !х > Н'к/2 . соли или питательные 
вещества безвозвратно опускаются ниже этой глубины, и плодорс-д^.э 
почвы уменьшается. Подобная каргинэ наблюдается в песчаных 
грунтах, где скорость фильтрации большая, и параметр Ьпр или Нк 
имеет меньшее значение. Это условие может быть и при поливе 
легких почз большими поливными нормами. Если глубина 
расселенного слоя значительно меньше величины Н’к/2 (1х<<Н'к/2). то 
максимальная концентрация почвенного раствора или питательных 
веществ будет находится в верхних слоях почвы и нижележащие 
корни растений будут лишены возможности пользоваться ими, что 
также снизит урожайность. Это характерно для глинистых почв и при 
применении малых поливных норм. Оптимальные значения водно- 
физических свойств почвы, в частности 7/1опп1опЬпроп и Нкоп. будут 
соответствовать наилучшему варианту перемещения максимальной 
концентрации питательных веществ в слое Н'к/2

Принцип оптимизации водно-физических свойств почвы 
следующий. Известно, что значение параметра \?1 больше в глинистых 
почвах и меньше в песчаных Для коэффициента водоотдачи (т) 
имеем обратную картину Отсюда следует, что при песковании 
глинистых почв значение параметра у/1 будет уменьшаться, а 
параметра т - увеличиваться. При глинизации песчаных почв и их 
уплотнении значения указанных параметров будут меняться в 



обратном направлении.. В соответствии с изменением вида и 
структуры почвогрунта меняется и его плотность (а) Графики функций 
w(d) и m(d) имеют противоположные направления, поэтому их 
построение позволяет фиксировать точку пересечения этих графиков. 
Она соответствует оптимальному виду или структуре почвы с 
оптимальными значениями wion и mon На основании параметров 
wion и mon устанавливается вид или способ обработки почвы и 
определяются величины Нк.ол и vbn.on-

Для определения параметра Осоп задаемся величиной 1х, 
исходя из вида растения и глубины залегания основной массы 
корневой системы, и по формуле (16) устанавливаем оптимальную 
величину Deon Затем по значению сь определяем расчетное 
количество вносимых в почву питательных веществ (сп.ол) по 
формуле.

Cn.an=DCon+Cb
(17)

В указанных выше формулах и зависимостях отсутствуют 
эмпирические коэффициенты Основным параметром является 
константа wi . величину которой следует определять правильно 
с неоднократным повторением опытов
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ноеый ШТАММ для борьбы с колорадским жуком

М А. КИНОСЯН, Ж.Х ОРМАНЯН. Л.А. ЧИЛ-АКОПЯН. П.Е.ТАТЕВОСЯН

Институт микробиологии НАН Армении, 3785^0. г.Абовян

Микробиометод- колорадский жук - энтомопагогенные бациллы

Колорадский жук (Leptinotarsa decemlineata Say) - один из 

опаснейших вредителей картофеля, баклажанов, томатов, перца, 

табака и других культур семейства пасленовых. В Армении коло

радский жук зарегистрирован в 1976 году в Шамшадинсксм районе 

(3] и ареал его распространения все более расширяется.

Для борьбы с колорадским жуком в основном используется 

экологически небезопасный химический метод Это вызывает 

необходимость настойчивых поисков альтернативных средств за-щиты 

растений, в том числе микробиологического метода борьбы с 

вредителями с использованием спорообразующих бактерий. Пока

зано, что микроорганизмы, зависимые от витаминов, попадая в 

кишечник насекомого, снижают содержание дефицитного ростового 

фактора, что приводит к специфическим метаболическим наруше

ниям и гибели насекомого [1,2]. <

Целью наших исследований являлось изучение вирулентности к 

колорадскому жуку культуры спорообразующей бактерии.

Материал и методика. Объектом исследований служил штамм М-147 
Bacillus $р., выделенный из личинки колорадского жука в 1987г (Грузия). 
Образец после растирания и смешения, с водой пастеризовали при 70с в 
течение 10 мин. Затем высевали на РПА. Культуру выделяли на ту же сведу 
в косяки после 3 суток инкубации при 30, а затем очищали.

Исследования инсектицидной активности проводили в лабораторных 
условиях Тест-объектом для оценки инсектицидной активности служили 
личинки колорадского жука. Инсектицидную активность устанавливали путем 
скармливания насекомому инфицированного корма (лист картофеля). Корм 
смачивали в культуральной жидкости (титр 1-2 млрд cncp/мл) способом его 
окунания Смоченный корм слегка подсушивали на воздухе и раскладывали 
в химические стаканы. На зараженный корм подсаживали здоровые личинки 
колорадского жука. Через 43 часо© после питания насекомого 
инфицированным кормом его заменял/ свежим, нёинфицированным. 
Испытания проводили при групповом содержании насекомого (10-30 
особей). Контролем служила стерильная вода. Наблюдения за состоянием 
личинок вели в течение 7 дней.

Для изучения культуральных, физлолого-биохимических свойств 
были использованы дифференциальные тесты (2.4.6].

Качественный анализ потребности штамма в витаминах определяли 
ауксонографическим методом [1].
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Сыворотку штамма М-147 получали пл методике De Barjac и Bonnefoi 
[6] иммунизацией кроликов способом, предложенным Таллалаезой и 
Покровской [5|.

Результаты и обсуждение. Изучение физиолого-биохимичес

ких особенностей показало, что при культивировании на яично

желточной среде культура пигмента не образует Амилолитической 

активностью не обладает. Ацетилметилкарбинол, дигидроксиацетон 

образует. Уреазу не продуцирует Молоко слабо пептонизирует 

Сбраживает эскулин, очень слабо усваивает сахарозу, маннозу, 

целлобиозу и не усваивает ксилозу, мальтозу, лактозу. Для своего 

роста нуждается в биотине.

Получена сыворотка штамма М-147, определен его титр и 

поставлена реакция агглютинации выделенного штамма с музейным 

штаммом ИНМИА-273. Последний не серстипировался сывороткой 

штамма М-147.

Результаты испытаний инсектицидной активности показали, что 

штамм М-147 вызывает гибель личинок колорадского жука. Основная 

часть личинок погибала на 2-3 сутки, 100 %-ная гибель наблюдалась 

на 4-5 сутки.

Динамика инсектицидной активности штамма М-147 Bacillus sp. 

прослеживалась в течение 5 лет после выделения Данные, 

представленные в таблице, свидетельствуют.что на протяжении 5 лет 

хранения сохранялась высокая стабильная вирулентность к личинкам 

колорадского жука.

Таблица. Вирулентность к личинкам колорадского жука штамма 

М-147 по годам ( % гибели личинок)

Годы
Учет на-----------------------------------------------------------------------------

1989 1990 1991 1992 1993

2-3 сутки 70 40 80 70 70
4-5 сутки 100 100 100 100 100

Приводимые результаты исследований позволяют рекомен

довать новый штамм для борьбы с колорадским жуком.

Выполнение данной работы частично финансировалось гран

тами МНФ (Сороша) РУ 1000 и Ассоциации ИНТАС ЕС 93-2512.
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ДЕЙСТВИЕ ЙОДА НА ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ ХЛОРЕЛЛЫ

К.А. МИКАЕЛЯН. Д.А ОГАНЕСЯН. С А АЗАТЯН

Центр зкологоноосферных исследований НАН Армении

Микро :одороаг.н - хлорелле - Род

Многочисленм» !е данные гёгтарэтуры свидетельствуют о 

влиянии микроэлементов (8. Мп. Си. Мо. 2п и др.) на рол к био

химические показатели водорослей. в том числе хлореллы [3,5/5]. н? 

интенсивность фотосинтеза. образование биомассы и б^оси.чтез 

ценных органических тоецинений При этом имеет значение не только 

их количество, но и соотношение микроэлементов в лига-тяльном 

растворе. Очень мало данных о влиянии йода на хлореллу, хоти 

известно, что японцы издревле используют морские водоросли как 

источник получения этого элемента [4].

В свете сказанного представляло интерес выяснить, может ли 

содержание йода в растворе стать фактором направленного биосин

теза с целью получения биомассы с заданным химическим составом, 

возможно ли использование обогащенной йодом биомассы хлор-еллы 

в медицинских целях, могут ли клетки хлореллы стать био-фильтром 

аккумулирующим йод при аварийных ситуациях на АЭС.

Работа выполнена в Институте гидропоники НАН Армении.

Материал н методике. Проведены две серии опытов В первой 
Изучалось влияние различных концентраций йоде в питательном расткорв на 
продуктивность хлоратпы-С7>/огеЯе ругопоРоза ил 82 К питательно.',у 
раствору ТаМия (контроль.г/л), содержащему КЬЮз-б; MgSO4.7H2O-2.5i 
КН^РОд-Т.Зб и (раствор микроэлементов по Аоночу) - 1 мл/л. добавляли йоц 
в виде йодистого калил из расчета 5. 10. 20, 30, и 50 мг/л чистого йоде
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Первоначальная густота суспензии клеток составляла 1 млн/мл. Хлореллу 
интенсивно выращивали на аппарате УИВ в условиях непрерывного 
освещения и продувания еоздухрм. содержащим 2-3% углекислого газа [1,2], 
при температуре 27-28« pH среды 5,5-6. продолжительность опытоа - 7-8 
дней.

Целью второй серии опытов было выяснение жизнеспособности 
клеток хлореллы, находящихся 6 условия/ покоя, после длительного 
пребывания в растворах с высоким Содержанием йода. Для этого суспензию 
7֊суточной куль-туры хлореллы центрифугировали. промывали 
дистиллированной водой и переносили в раствор Тамил, в который 
добавляли йодистый калий из расчета 1-5 и Ю г/л чистого йода Плотность 
культуры составляла 0.4 г/л сухого вещества хлореллы. Культуру 
выдерживали на естественном свету при комнатной температуре в течение 6 
месяцев Образцы отбирали через 7 дней и в конце эксперимента, после 
промывания дистиллированной водой снова помещали в раствор Тамия в 
условиях интенсивной культуры на 7-8 дней, при той же плотности и тех же 
параметрах среды, что и в первой серии опытов.

Результаты и обсуждение. Результаты первой серии опытов, 

приведенные в таблице, показывают, что хлорелла растет и накапли

вает биомассу на растворах с различным содержанием йода Только 

при количестве йода 50 мг/л наблюдалось подавление роста на 26% 

пс сравнению с контролем.

Во второй серии опытов после семидневного выдерживания 

хлореллы ь средах с высоким содержанием йода клетки мало 

изменились. Через 6 месяцев пребывания в этих средах под 

воздействием 10 г/л йода они теряли свою ярко-зеленую окраску и 

приобретали синий цвет. После перенесения в растворТамия клетки 

’’приходили в себя" лишь на 8^9 день культивирования, когда 

начинался их рост. В двух других вариантах после интенсивного 

культивирования на аппарате УИВ продуктивность клеток полностью 

восстанавливалась за 7 дней.

Таблица. Влияние различных концентраций йода на продуктив

ность хлореллы

Варианты, концентрация 
йода, мг/л

Количество 
клеток

Продуктивность, 
выход биомассы

млн/мл % г/л %

РастворТамия (контроль) 270 100 2,20 100
РастворТамия + 5 280 104 2.11 95
РастворТамия + 10 280 104 2.20 100
РастворТамия + 20 280 104 2.11 96
РастворТамия + 30 270 100 2,15 97
РастворТамия + 50 200 74 1.85 84
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Полученные результаты свидетельствуют с высокой 

адаптационной способности хлореллы к повышенному содержанию 

йода s среде и приводят к мысли с необходимости продолжения 

исследований.
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РЕСПУБЛИКАНСКИЙ ЦЕНТР ДЕПОНИРОВАНИЯ МИКРОБОВ 
АРМЕНИИ

Постановлением Правительства Республики Армения от 3 декабря 
1992г. создам Республиканский центр депонирования микробов (РЦДМ). 
Центр организован на базе Коллекции культур микроооганизмов Института 
микробиолог..у. НАН Армении и размешается на его территории и рабочих 
площадях. Центр подчинен НАН и Министерству образования и науки 
Армении.

Основными задачами Центра являются:
- сбор, хранение и изучение культур непатогенных микро организмов, 

имеющих научно-практическое значение:
- обеспечение культурами микробов научных, производственных и 

учебных учреждений;
- разработка новых эффективных методов сохранения и консервации 

жизнеспособности и специфической биохимической активности культур 
микробов;

- создание и функционирование компьютеризированного .банка 
данных микроорганизмов;

- депонирование и хранение патентного фонда непатогенных 
микробных штаммов;

- создание Национального каталога непатогенных культур 
микроорганизмов.

Согласно указанному постановлению Правительства, на Центр 
возлагаются функции государственного депозитария патентных и других 
непатогенных штаммов научно-производственного значения.
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Центр должен осуществлять паботы по установлению 
международных связей с- коллекциями кульг/р разных стран по обмену 
штаммами и информацией, обеспечению деятельности других коллекций 
микроорганизмов Армении, подготовке кадров и изданию научно- 
методических материалов

Создание РЦДМ знаменует крупную веху а развитии микробиологии, 
биотехнологии и смежных отраслей науки и промышленности в Армении. На 
данном этапе его организация означает создание Национальной коллекции 
и Банка данных культур микроорганизмов Армении

На базе РЦДМ планируется развитие работ по организации 
коллекции культур клеток и тканей растэний и животных. Таким образом. 
Центр станет государственным хранилищем генетического фонда 
организмов, Накопленного в Армении

Б настоящее время в Коллекции поддерживается более 6 000 
хорошо изученных и идентифицированных штаммов бактерий. дрожжей, 
грибов актино-мицетое Культур?! хранятся системтгическими пересевами 
на питательных средах, з лиофилизированном состоянии и под 
минеральным маслом Институт сас.пола-гает установкой, для получений 
жидкого азота в целях консервации культур а условиях глубокого холода.

Коллекция содержит:
- более 3 000 культур спорообразующих бактерий. в том числе около 

20С0 штаммов энтомопатогенных бацилл.
- более 1 500 культур неспоронссных бактерий. в том числе около 1000 

штаммов фитопатогенных. азотфиксирующих и литохемоавтотрбфиых 
ба։сгерий.

- около 1000 культур грибов, включая штаме/.ы-биирозрушители 
синтетических и природных полимеров,

- 500 культур дрожжей и молочнокислых бактерий,
- 200 культур актинсмицагов.
На основе характеристики морфофизиологических и биохимических 

свойств создан компьютеризованный Банк данных
Банк данных включает следующие базы: ’‘Каталог՛՛. "Код" и ’’Паспорт". 

База "Каталог՞ послужила основой Каталога культур аэробных 
опорообразующих бактерий, ныне подготовленного для публикации. 
Остальные базы предназначены для поиска штдммов с заданными 
свойствами и характеристики новых.

Подготовлены исходные данные и программы для нумерической 
таксономии с выбором дескрипторов отдельных групп микробов.

Для свода инфор? »ацйй о номенклатуре происхождении особых 
свойствах и т.п используются специал» чые стандартные листы SCC-4.

Для ввода свойств штаммов в базу ’Паспорт* применяются 
стандартные копировочные листы, отражающие необходимые дескрипторы 
(цифровой шифр плюс прйгнак по РКС-коду 1S36 года).

Банк данных по штаммам микроорганизмов функционирует на 
технических средствах 38M-IEM PS/2 под управлением операционной 
системы MS DOS База данных поддерживается системой R:base, на основа 
которой разработана программа "Микроб", с учетом требований 
Международной сети микробных данных (MSDN ֊ Microbial Strain Data 
Network).

Коллекция содержит значительное число оригинальных и уникальных 
штаммов экстремофильных ферм бацилл и других групп микроорганизмов, 
выделен! ых из различных сколото-географических регионов мира. 3 
Коллекции поддерживаются новые виды и разновидности рагчых групп 
микробов, выделенные и изученные в Армении

При изучении культур микробов важное значение придавалось 
характеристике их ферментативных свойств и возможностям использования 
для биохатализа с целью получения различных физиологически активных 
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вед|£СТ8 Для указанных рг;ба, создан сгюц^алнзирк ва. г. <-. .■ чанных с 
поисково-аналитической систе? :ой

РЦДМ проводит 8 настоящее время большую работу по 
депонированию 
накопленного в течение многих лет & Республике обширного фонда хорошо 
изученных культур микроорганизма • (алджиьаюн. и связи с 
Коллекциями культур СНГ и других -трап

С удовлетворением надо отметить, что тематика работ Центра 
вю.ючает и гранты от МИД (Сэр ՛•՛֊». л . -.циг. ли ИНТАС Европейского 
сообщества

В соответствии с Соглашением с. сотрудничестве РЦДМ выполняет 
программу научио-производстаеннь1л р: 6 .... ю. Л олдинг,
Москва Россия которое оказывав г Центру значительную финансовую 
поддержку

Акроним Коллекции: РЦДМ. корреспондент Э.Ч Африкям
Адрес:378510 г Абован Арзнянское шоссе, Республика Армения
Телефон 8(88561)23240

Телетайп (Академия наук): 243344 Орион
Э-почта - тюгоЬ։с@рпаз хс։.атп

ЭКАфрикАм. А А-Хачатурян, А.Е Арутюнян
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