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ДЕЙСТВИЕ МОЛИБДЕНА НА ПРОЦЕСС ПЕРЕКИСНОГО 
ОКИСЛЕНИЯ ЛИПИДОВ, АКТИВНОСТЬ АНТИОКИСЛИТЕЛЬНЫХ

ФЕРМЕНТОВ И МЕТАБОЛИЗМ ФОСФОЛИПИДОВ

Г.В. ЗАХАРЯП*, М.М. МЕЛКОНЯН*, К.Г. КАРАГЕЗЯН**

'Институт молекулярной биологии НАИ Армении, 375044, Ереван 
"Ереванский государственный медицинский университет им. М. Гераци, 375025

Изучали процессы перекисного окисления липидов, содержание и состав 
фосфолипидов, л также активность супероксиадисмутазы, глутатион пероксидазы и 
глутатионрецуктааы н печени белых крыс при введении различных доз молибдена. 
Установили, что пол влиянием молибдена наблюдается увеличение катичсствд перекиси 
и снижение уровня ферментов антиралккальной защиты клетки. Показана ведущая 
роль увеличения лизофосфатилилхолмнон и изменении уровня общих фосфолипидов.

Ուսումնասիրվե| են լիպիդների պերօքսիդացիոն պրոցեսները, ֆոսֆպիպիդների 
պարունակությունն ու կազմը, ինչպես նաև գերօըսիզզիսմուտազի, 
ՕլոււոատիոնպերՕՁԱիդազհ, ԳլՈւտսոոիոնռեդուկտագի ֆերմհքսուոյիքւ ;՚ւ1 ր ոխ {արյունները 
սպիտակ առնետների լյարդում. մպիրդենի տարրեր ւյոզաներ ներարկելիս: Հայտնաբերվել 
է, որ մոլիբդենի մեծաքանակ ընդունման դեպքում նկատվում է պերօքսիդացիոն պրոցեսների 
արագության ուժգնացում է. բջջի հակառադիկալային պաշտպանության ֆերմենտների 
ակտիվության անկում: Ցույց է տրվել սպիտակ առնետների լյարդի հյուսվածքներում 
լիզոֆոսֆաւոիդիլխոլինների ավելացման առաջատար դերը ընդհանուր ֆոսֆոլիպիդային 
մակարդակի փոփոխության մեջ:

Lipid peroxidation, processes the contents and composition of phospholipids. as well 
as the activity of superoxide dismutase, glutatltione peroxidase and glutathione reductase were 
studied in rats liver tissue at injection of various doses of molybdenum. The increase of 
peroxide and the decrease of level of the cell antiradical protection cnzyttscs were observed 
under the influence of molybdenum. The leading role of the lysophosphatidylcholines in­
crease in alteration of the level of total phospholipids was revealed

Молибден ■ фосфолипиды - перекисное окисление ■ антиокислительные 
ферменты - сунероксиддисмутаза - глутатиопнероксид'аза

Согласно современным представлениям [2,5], уровень активации 
перекисного окисления липидов (ПОЛ) является следствием 
неакцепторной функции молекулярного кислорода, непосредственно 
взаимодействующего с метаболитами, что возможно в случае образования 
активированных форм кислорода или присутствия н cjrcjic радикалов, т.с. 
неспарснного электрона, обладающего высоким уровнем реакционной 
способности. В связи с отмеченным особого внимания заслуживает 
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образование в клетке активных форм кислорода в виде анион радикала 
(О*) и синглетного кислорода. В физиологических условиях уровень 
указанных разновидностей кислорода оказывается строго лимитированным 
благодаря наличию в тканях ферментов, участвующих в реакциях 
ингибирования их образования на стадии активации кислорода - 
супероксиддисмутазы (СОД) и способствующих утилизации высоких 
концентраций гидроперекисей - глутатионредуктазы (ГР) и 
глутатионпсроксидазы (ГП).

Исходя из вышеизложенного, нами была поставлена цель проследить 
за динамикой процесса перскиссобразования, изменениями активностей 
СОД, ГП, ГР и состава фосфолипидов в печени на фоне молибденовых 
отравлений.

Материал и методика. Исследование проводили на беспородных белых крысах обоего 
пола массой 150-200г. получавших ежедневно с помощью поилки на протяжении 30 дней 
полный раствор молибденовокислого ширин (Na.MoOJ, что в пересчете на элементарный 
молибден ссотнстствует его 50. 100, 300, 500 мг/кг .массы

Гомогенизирование печеночной ткани проводили вереде, содержащей 0,25М сахарозу 
и 0.01М трис-НС буфер, pH 7,4. Микросомальную фракцию выделяли центрифугированием 
(ВАК-60) при 105000g Щ из надосадочиой жидкости, полученной после осаждении митохондрий 
(К-24) при HOOQg. Активность реакции ПОЛ определяли п ферментативной - ЧАДФН - и в 
иефермеитативной аскорбат-аавксимой системах окисления по интенсивности развития 
розового окрашивания, обусловленного образованием хромагеца и реакции комплексования 
малонового диальдспиа с тиобарбигуровой кислотой |2). Определение содержания общего 
белка осу шестилил и методом Лоури [7|. Активность СОД - по лисмугирокшию о* » модельной 
системе, содержащей фсназинмстасульфат, КАЛН. нитрозатий тетрасиний |Х]՜. Активность 
ГП и ГР по восстановлению глутатиона я глутатионпероксплазмой реакции |9|.

Фракционирование индивидуальных фосфолипидов проводили метолом одномерной 
хроматографии и тонком слое силикагеля с использованием системы растворителей: хлороформ- 
мстанол-аммиак 65:35:5. Фосфолипидные пятна идентифицировали с помощью 
соответствующих свидетелей Минерализацию липидного фосфора осуществляли в среде серной 
и азотной кислот с пос 1слуюшим расчетом неорганического фосфора в микрограммах на 1г 
сухой массы |3]

Статистическую значимость результатов исследовании оценивали метолом Стьюдента.

Результаты и обсуждение. Согласно проведенным исследованиям 
(табл.1), введение молибдена сопровождается активированием реакций 
перскиссобразования как в аскорбат-, так и N/ХДФ!I-зависимой системах 
псрсокислсння липидов. У животных контрольной группы существенных 
отклонений в интенсивности выхода малонового альдегида (МДА) не 
наблюдали. Максимальные сдвиги в интенсивности течения реакций 
свободнорадикального окисления (СРО) липидов, особенно в 
неферментативной системе окисления, были зарегистрированы при 30- 
дневной затравке высокими дозами (300 и 500 мг/кг). Учитывая 
зависимость течения реакций ПОЛ от состояния ферментных систем 
антиокислитсльной защиты клетки, обусловленной уровнем ее 
обеспеченности веществами антиоксидантного действия, мы проводили 
серию экспериментов по изучению активностей СОД, ГП и ГР. Согласно 
табл.2, эффекты молибдена сопровождаются развитием заметного 
дозозависимого уменьшения активности СОД в печени, особенно при его
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Таблица 1. Динамика содержания перекисей липидов (н/моль малонового 
диальдсгида на I мг белка) в микросомальной фракции печени белых крыс при 

молибденовом токсикозе (п=6)

Дни 
исследований

Дазы, 
мг/кг

Ас корбапаь ней мое 
перокисление

НАДФН-ззвискМос 
иерсокислспис

Конт р о л ь 9,53*0,56 7,69*0,88

50 11,17*0,64 Р<0,1 10,46*1,10 Р<0,05
10 100 12,58*0,51 Р<0,01 11,42*0,69 Р<0,02

300 14,81x0.61 Р«ОД01 13,71*0,53 Р<0,002
500 17,77 ±0,88 Р<0,001 17,49*0,32 Р<0.001

50 16.17*0,12 1><0.()1 14.75*0.85 Р<0,001
. 20 100 17,51*1,00 p<a,ooi 15.28*1.08 Р<0,001

300 21,56*0,63 Р<0,001 14,04*0,93 Р< 0,002
500 24,05*1.35 Р<0,001 19,48*0.82 p<o,ooi

50 14,66*0,83 Р<0,001 14,80*0.53 Р<0,001
30 100 18,41*0,77 Р<0,001 10,81 *0.63 Р<0,001

300 25,51*1.12 Р<0,001 23,12*1.10 Р<0,001
500 26.35*0.92 Р<0.001 25,99*0.88 Р<0,001 

_______ 1

Таблица 2. Динамика изменений супсрокснддисмутэзы (ед.актнвности/мг белка), 
глугатионпсроксида-ш (мкмоль глутатиона/мг белка) и глугзгион|>е;1уктазы 

(мкмоль МАДН/мг белка) в печеночной ткани белых крыс при действии различных 
доз молибдена (п=7)

Дни 
исследований

Дозы, 
мг/кг

СОД m IT

Контроль 25.60*0,31 3.18*0.13 0.05*0.0039

50 20,25*0,60 а 3.68*0.25 г 0.065+0,004 б
10 100 18.93+0.33 а 3.72*0,32 г 0.059*0,003 г

300 16,32*0,41 а 3,83*0.25 6 0,056*0,005 в
500 16.00*0.26 а 3.70*0.18 6 0.060*0.003 п

50 18,35*0,51 а 2.23*0.18 а 0,(МО*0,0։М б
20 100 17.26 *0.43 а 2.28*0.23 г 0.038x0.002 в

300 15.38*0.34 а 2.03*0.09 а 0.038*0.003 э
500 14.17*0,03 а 2,00*0.15 а 0,043*0.001 н

50 15.73*0.35 а 1,62*0.10 в 0,037*0,002 и
30 100 14.32*0,28 а 1,52*0,21 а 0.035*0.004 в

300 13.28*0,20 л 1,48*0.17 а 0,018+ 0.003 а
500 12.77+0,11 л 1,37+0.19 а 0.016*0,-302 а

Примечание "а’ - Р<0,001; “б" - Р<0,01. ‘и' - P<0»02:V -Р<0,1.

высоких концентрациях - 300 и 500 мг/кт. Отмеченные сдвиги мы склонны 
объяснить повышением при изученном токсикозе содержания активных 
форм кислорода (супероксидный анион, перекись водорода, 
липоперекиси). Как известно, образование ()• в клетках происходит при 
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участии мрлибдснсодержаших ксантиноксидазы, альдсгидоксидазы, 
пероксидазы, наиболее активирующихся при молибденозе [4]. 
Цитотоксичность Oj обусловлена ее способностью трансформироваться в 
другие сильнодействующие разновидности окислителей - гидроксильный 
радикал (ОН) и синглстновозбуждснную молекулу кислорода |6]. Вместе 
с тем известно об уменьшении содержания меди при избыточном 
поступлении в организм молибдена |4). Нам представляется, что причиной 
понижения активности СОД может быть истощение ее содержания 
вследствие дефицита в организме меди, необходимой для биосинтеза 
медьсодержащей СОД.

Поданным табл.2, при действии малых доз молибдена наблюдается 
повышение активностей ГП и ГР, а при более высоких - 300 и 500 мг/кг, 
наоборот, понижение. Активирование ГП при воздействии малых доз 
молибдена может рассматриваться как проявление компенсаторно- 
приспособительной анти радикальной реакции организма, постепенно 
утрачиваемой по мере увеличения его дозировки с одновременно 
развивающимся ингибированием активностей СОД. ГП и ГР. 
Вышеуказанное позволяет сделать вывод о стимулирующем воздействии 
молибдена на интенсивность течения реакции СРО липидов со 
значительным выходом перекисей липидов, что в известной степени 
обусловлено ингибирующим воздействием высоких концентраций 
молибдена на активность СОД, ГП и ГР. Низкие дозы молибдена 
оказывают на ГП и ГР стимулирующее влияние.

Известно, что перекисное окисление затрагивает фосфолипидные 
компоненты клетки. Исходя из этого, нам было интересно проследить за 
качественным и количественным содержанием фосфолипидов при затравке 
молибденом животных в различные сроки. Как видно из табл. 3, 
молибденовый токсикоз сопровождается уменьшением в печени количества

Таблица 3. Содержание фосфолипидов (% от общего количества фофолнпидов) в 
печени белых крыс, получавших молибден (п=7)

Дни иелледожшкй 10 20 30
дозы, мг/кг 50 100 300 500 50 100 300 500 50 100 300 500

ФЛ Кон­
троль

ЛФХ 10.48 17.08 22.28 25,84 27,79 17.72 22.S6 24,58 28.68 23.80 25.87 27,70 28,58

СФМ 10,54 10,14 10,13 10.47 10.75 11.33 10.06 11.03 10.18 10.07 9.95 11.04 11.04

МФИФ 5,48 6,26 6.14 6.27 6.42 6,32 6.15 6,56 7.15 6.54 6.90 6,89 6,84

ФХ 25,94 20,07 17,14 15,29 15,15 18.83 17,97 15,93 14,08 17.39 15,55 14,70 14.67

ФС 15,54 16.26 15.48 13,57 13,33 14.37 13.49 12,08 11.12 14.08 12.20 11.18 10,90

ФЭ 17.15 13,35 11,64 11,44 9.07 13.17 12,02 11.59 9.75 10,70 10.97 10,12 9,57

кл 14.90 16,79 17.14 17,09 17,45 17,72 17,41 18,15 19,00 17,39 18,53 18,28 18.37

Примечание: ЛФХ - лнзофосфатндилхолин; СФМ - сфингомиелин; МФИФ - 
монофосфоинозитИДфбсфатид; ФХ - фоефЗтидилхолин; ФС фосфатилилссрин. ФЭ - 
фосфатадилзтаиалпмин; КЛ - кардиолипин.
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ФХ, ФЭ, ФС, т.е. именно тех липидов, в составе которых имеются |3- 
ацилы ненасыщенных жирных кислот. Наблюдается увеличение количества 
ЛФХ, что связано с усилением процесса пероксидации липидов, с одной 
стороны, и повышением активности фосфолипазы А. - с другой. 
Количество сфингомиелина не претерпевает каких-либо существенных 
отклонений, что объясняется его структурой, содержащей в своем составе 
насыщенные жирные кислоты, которые более устойчивы к окислению. 
Большой интерес вызывает изменение содержания МФИФ и КЛ. Благодаря 
наличию диссоциированных фосфатных групп МФИФ обладают ярко 
выраженными анионными и гидрофильными свойствами, что позволяет 
им в силу своей электроотрицательности при физиологических значениях 
pH влиять на общий заряд мембран клеток. Результаты наших исследований 
показали увеличение содержания МФИФ и КЛ. что. по всей видимости, 
связано с компенсаторно-приспособительными механизмами, направлен­
ными на нормализацию отмеченных отклонений. Таким образом, 
изменение скорости окислительных реакций в печени при молибденовом 
токсикозе связано с изменением состава фосфолипидов, приводящим к 
нарушению липид-белковых взаимодействий. что может иметь 
немаловажное значение в патогенезе молибденаза.
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ИЗУЧЕНИЕ АКТИВНОГО ЦЕНТРА ЦИКЛОМАЛЬТОДЕКСТРИН 
ГЛЮКАНОТРАНСФЕРАЗЫ BACILLUS HALOPHILUS

В.А. АБЕЛЯ Н*, К.Б. АФЯН*. Л.С. МАНУКЯН*, М.О. АДАМЯН**

'Институт микробиологии ИАН, 
"Республиканский Центр депонирования микробов НАИ и 

Министерства образования и науки Армении. 378510, г. Абовян

Очищенная до гомо։«иного состояния никломальтодскстрин глюканогрансфсраза 
(ЦГТ. КФ 2.4.1.19) из Bacillus halophilus И НМИА-3849 были подвергнута 
фотоииакгиваияи и модифицированию дютипиирокарбояатом н присутствии салицина, 
зкарбозы и полимера р-цмкподекстрина (ЦД). Установлено, что ո каталитическом 
акте ЦГГ существенное участие принимают карбоксильная и две имидазольные группы 
гистидина, которые выполняют роль нузд<чхрилыю*элскгр0филы1оГ< пары.

Bacillus halophilus ԻՆՍԻ1Ի3849 շտամի մինչև համասեռ վիճակ մաքրված 
ցիկլոմալտոդեքստրին գ|յուկանոտրանսֆերազը (SQS, ՖԿ 2.4 1 19) ենթարկվել է 
ֆոտոինակտիվացիայի և զիէթիլպիրոկարթոնատով մոդիֆիկացիայի սալիցինի, ակարբոզի 
և ի-ցիկ[Ո(՚,երւաւրի(յի (31) պւդիսերի ներկայությամբ: Հասւոսոովեյ Է. որ ՑԶՏ-ի կատայիտիկ 
ակտում Էական նշանակություն ունեն հիստիդինի կարբօքւփլ և երկու իմիդազոլ խմբերը, 
որոնք կատարում են նուկլեոֆիլ-էլեկտրոֆիյ զույգի հեր:

The photoinactivation and modification by diethylpyrocaibonate of the homogeneous 
cyclomaltodexlrin glucanowansfcrasc (CGTa.sc. EC 2.4.1.19) produced by Bacillus halophilus 
INM1A-3849 have been developed in the presence of salicin, acarbosc mid p-cyclodextrin 
(CD) polymer. Ihc cartxjxyl and two imidazole groups of histidine, playing the role of 
nucleophilic-clcctjophilic pair, are very' important in the catalytical action of CGTase.

Bacillus halophilus - циклолимьпюдскстрин глюканотрансфераза - 
диэтилпирокарбонат

Активный центр цикломальтодекстрин глюкан огра нс<]>с раз (ЦГГ. 
КФ 2.4.1.19) состои т из двух отдельных участков - акцепторного и донорного 
|2,3,6,13) и имеет большую гомологию с а-амилачами 112,14,16,18]. 
Аналогично а-амилазам ЦГТ состоит из четырех глобулярных участков, 
из которых А и В идентичны таковым «֊амилаз, в то время как участки С 
и D являются характерными только для ЦГТ |19,23|. В циклизации 
мальтоолигосахаридов важную роль играет СООН-концевой участок 
фермента [17.26,27], однако немаловажное значение имеет и NH,-участок 
ИЗ).

Необходимым условием для циклизации является взаимодействие 
субстрата с обоими участками одновременно |5].

В развитие наших предыдущих работ, касающихся характерных 
особенностей новых ЦГГ из галофильных бацилл |3,5], в настоящей статье 
обобщены результаты изучения активного центра ЦГТ Bacillus halophilus 
ИН М ИА-3849 методами фотоокислсния и модифицирования диэтилпи­
рокарбонатом (ДЭПК).
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Материал и методика. В качестве продуцента ЦГ1 использовали культуру В.Ьа1орИНи.ч 
ИНМИА-3849, выращивание которой осуществляли по ранее описанной 
методике 13}.

Очистка фермента и его основная характеристика описаны в предыдущей работе |3|.
Фотоокислснис ЦГГ осуществляли при разных значениях pH и температуры в 

присутствии 25 мк.М метиленовой сини при 20*. освещая пробы лампой дневного света 
мощностью 150 Вт на расстоянтп։ 10 см Контролем служили пробы с той же концентрацией 
фотосеисибклизатора, находящиеся в темноте, а также образцы, освещавшиеся чем же 
источником света, во в отсутствие метиленовой сини (8,9].

Модификацию ДЭПК осуществляли по метолу Майлза (24| Для этого к 20.2 мкМ 
(1,13 мг/мл) раствора ЦГГ в 0,02 М фосфатном буфере. pH 0.2, содержащем ! мМ СаС1. 
добавляли 100-кратный молярный избыток ДЭПК н абсолютном этаноле и регистрировали 
прирост поглощения при 240 нм. характеризующий образование \ этоксиформилимидазола.

В экспериментах в присутствии эффекторов концентрации салицина и акзрбозы 
равнялись 5 мМ. а количество полимера р-ЦД - 2 мг/мл. ,(ля расиста числа молкфкищюнлнных 
остатков использовали коэффициент молярной экстинкции К-к:цкЗ:локсип։стилит, равный 
3200 М՜’ см 1 (25), по формуле (29):

л = дА^ /1 20.2 • 10* ֊ 3200 .
где ДА^ - это (А2Ме1։л, - А24абс։ЦГГ)] через 40 мин; 1.0 - ширина реакционней 

ячейки, см; 20,2 • 10՜* молярная Концентрация ЦГТ.
Реактивацию модифицированной ЦП осуществляли добавлением 0.5 М раствора 

гилрокентамина (pH 7,0).
Циклизирующую активность ЦГГ определяли мстилоран.+.-мхтьтотриозпым методом 

[22). За единицу активности принимали количество фермента, которое продуцировало I мкмоль 
ЦД в 1 мин в условиях экспсримогта. Декстринизирующую активность определяли согласно 
описанному .методу |4| За единицу активности принимали количество фермента, которое за 
10 мин в заданных условиях реакции конвертировало 50Й крахмала

а-ЦЦ специфическую активность идентифицировали с применением метилоранжа |20| 
Реакционную смесь (3 мл), содержащую 0.6 мт 5%֊мою крахмала в 0.05 М фосфатном буфере 
(pH 7,0), 0,1 мл I мМ метилоранжа п том же буфере, 2 мл того же буфера н 0.3 мл фермент него 
раствора, микшировали при 40' в течение 10 мин Реакцию останавливали добавлением 
0,15 мл 6Н НС, оставляли при 15-16* в течение 30 мин; экстинкцию определяли на 
спектрофотометре СФ-46 при 505 нм.

Р-ЦД специфическую активность определяли по известному методу с применением 
фенолфталеина (28), количества различных Ц, I методом ВЭЖХ п ранее описанных условиях 
(3]. Белок определяли по Лоури 121]» используя БСА в качестве станларг.т

Приготовление полимера р-ЦД проводили согласно ранее описанному методу |1]
В работе использовали крахмал. ДЭПК и ЦД производства “$егта' (Германия). сали­

цин - “Айпей” (США), акарбоэу - "Bayer" (Германия), а также реактивы отечественного 
производства.

Результаты и обсуждение. 1. Фотоокисленне функциональных групп 
ЦГТ в присутствии .метиленовой сини. Типичной реакцией на имидазольную 
группу гистидина является ее фотоокислснис в присутствии метиленовой 
сини, играющей роль фотосенсибилизатора |9|. Фотоокислснис приводит 
к разрыву гетероцикла имидазола и инактивации фермента. Результаты 
экспериментов показали, что ПГТ подвергается интенсивной 
фотоинактивации (рис.I). С увеличением pH. т.с. с уменьшением 
концентрации Н*-ионов в С])едс, скорость фотоинактивацпи возрастает, 
что свидетельствует о присутствии имидазольной группы гистидина, 
которая, как известно, выполняет роль “ловушки” протонов [7]. Такими 
свойствами ни фенольное кольцо гирозина, ни индольная группа 
триптофана, которые также способны фотоокис пяться. но с меньшей
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Рис. 1 .Инактивация ЦГТ В.Ьа!орНПиз ИНМИЛ- 
3849 фотоокислснисм при различных pH. 1 - без 
метиленовой сини о темноте при pH 7,0; 2 - с 
метиленовой синью на свету; 3 - инактивация при 
pH 5,0; 4 - pH 6,0; 5 - pH 7,0; 6 • pH 9,0.

Рис.2. Изменение 1о[Ео]/1Е) во времени. [Ео] 
и [Е] - исходная и в данный момент времени 
процентная концентрации фермента 
соответственно, определяемые по начальной 
скорости реакции.

скоростью, нс обладают [10,11|.
При высокой концентрации 

в среде Н'-ионов имидазольная 
группа положительно заряжена, 
что является препятствием для 
отдачи электронов под действием 
<|х>тонов света. С увеличением pH 
среды имидазольная группа отдаст 
протоны, пропорционально растет 
скорость фотоокислсния группы. 
Зависимость lg[EoJ/[E| от времени 
т является линейной (рис.2) и 
процесс фотоинактивации отно­
сится к реакции первого порядка. 
При этом точка пересечения 
прямых на кривой lgk=f(pH) нахо­
дится при pH 6,3, соответствую­
щей рК имидазольной группы.

Выявлено также, что с уве­
личением температуры рК, возрас­
тает (табл.1).

Воспользовавшись этими 
данными, из кривой зависимости 
рК,от 1/1՜ мы рассчитали теплоту 
ионизации искомой группы. Она 
равнялась 7270 ՛ 200 кал/моль и 
соответствовала теплоте иониза­
ции имидазольной группы гисти­
дина.

Таблица 1. Изменение рК, активной группы ЦГТ B.halophilus И ИМ ИА-3849 н 
зависимости от температуры при фотоокисленни

Температура. К рК;

293 5.5
303 5,7
313 5.8
318 W 1

2. Модификация имидазольной группы гистидина с помощью ДЭН К. 
Для подтверждения предположения о возможности участия имидазольной 
группы в каталитическом акте ЦГТ было исследовано влияние ДЭПК на 
активность фермента. Выявлено, что зтоксикарбопилированис этой группы 
приводит к быстрой инактивации ЦГТ (рис.З). Однако данный эффект, 
возможно, Связан также с реакцией фенольной группы тирозина и/и ли с 
е-МЦ-группой лизина, а также индольным кольцом триптофана и 8Н- 

168



ИЗУЧЕНИЕ АКТИВНОГО ЦЕНТРА ЦП’

группой цистеина |7]. Поэтому шя 
точного установления причин 
инактивации фермента были сняты 
спектры поглощения модифициро­
ванного фермента при различных 
значениях длины волны, так как 
известно, что образование карбэто- 
ксигистидина приводит к увеличе­
нию поглощения при 242 нм, а более 
медленная модификация фенол ыюго 
остатка тирозина - к уменьшению 
поглощения при 278 нм |11]. Из 
полученных нами результатов видно, 
что ДЭПК модифицирует преиму­
щественно ими (азольное кольцо 
гистидина, хотя имеет место также 
медленное окисление фенольного 
остатка тирозина (рис.4).

Известно также, что если 
инактивация фермента обусловлен;-; 
этоксикарбонилированисм имида­
зольной группы гистидина, то с 
помощью деацилирования гидр 
оксиламином можно осуществить 
реактивацию [71. что не наблюдается 
при модификации ЯН-группы нис- 
тсина и с №Н „-группы личина R 
нашем случае специфичность ДЭПК 
к имидазольной группе подтвержда­
ется тем, что гидроксилами и реак­
тивирует ЦГТ примерно на 75% 
(рис.З). Следует отметить, что при 
модификации снижаются одновре­
менно как декстринизирующая, так 

и циклизируюшая активное!и.
Установлено также, что глю­

коза, мальтоза, мальтотриоза и 
салицин являются конкурентными 
ингибиторами для изучаемого фер­
мента, приводящими к уменьшению 
никлизируюшей, но увеличиваю­
щими декстринизирующую актив­
ности. В их присутствии V 
реакции нс меняется, однако зна­
чение К увеличивается с повы- »1 • 

Рис.З. Динамика инактивации ЦГТ при 
модификации ее с помощью ДЭПК. Стрелка 
указывает на начало реактивации под 
действием гидроксилам ина.

Рис.4. Изменение спектров поглощения 
ЦГТ под действием ДЭПК.(20,2 мкмоль ЦГТ; 
2,5 мМ ДЭПК; pH 6,2, 2О‘). 1 - через 10 мин: 
2 - 20 мин; 3 - 40 мин.

Рис.5. Изменение оптической плотности 
раствора ЦГТ при 240 нм а зависимости ог 
продолжительности действия ДЭПК. (20,2 
мкмоль ЦГТ; 2,5 мМ ДЭПК; pH 6,2; 30‘)- 1 - 
только ЦГТ; 2 - ЦГТ с 5 мМ салицином; 3 - 
ЦГТ с 5 мМ акарбозой; 4 - цгт с 5 мМ 
салицином и 5 мМ акарбоэой; б - ЦГТ и 
сочетании с 2 мг/мл полимера |>-ЦД.
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шснием их концентрации в среде. С другой стороны, в присутствии 
акарбозы происходит одновременное уменьшение значения как У|1։, так 
и К (табл. 2). т.е. акарбоза является бесконкурентным ингибитором. 
На основании лого салицин, акарбоза и полимер 0-ЦД были применены 
в качестве защитных агентов при модификации. Показано, что применение 
только салицина не дает никакого эффекта, в то время как полимер р- 
ЦД. а также акарбоза и сс смесь с салицином несколько уменьшают 
степень этоксиформилирования (рис.5).

Таблица 2. Влияние различных ингибиторов на ЦПязную активность

Ингибитор/ 
э<|м]:«ктор

Тип 
ингиби­
рования

к., 
мг/мл

крахмала

Ч™.. 
мг/мии 
во крах­
малу

Диспро­
порций-
ипрова­

нне

Модификация с помощью 
дэик

модифи­
цирован­
ные п<с- 
ГИ.ТИЛО- 

г.ые 
остатки

защищен­
ные ГИС- 
вшило 

ьие
ос тачки

сеялоч­
ная актив 

и ость, 
%

Без добавок •• 2.50 0,660 4. 8 0 21.0
Глюкоза КОПКУРС1 ГТ 2.45 0,660 75 0 22,0
Мальтоза конкурент. 2,43 0.662 ♦4-4- 7,9 а 24,1
Мальтотрнсзл конкурент 2.43 0,662 -++■ 7,8 0 25.0
Салицин конкуреггт. 2.42 0.660 -+Ч-4Н- 5,0 0 30,0
Акарбоза бссконк. 0.30 0,092 ± 7,0 ։ 50.0
Полимер нс оврс- нс опрс нс спрс ПС опрс
|МЦ1 цел ял и дел ял и дел ял и лсляли 6.0 л 

* 95.0
Акарбоза+ не аире- нс онре- нс otipe- не аире-
салицин лсляли лсляли лсляли лсляли 5,9 2 97.0
Акарбоза+ нс опрс- НС UIIJV- вс онри- НС опрс-
я-цд лсляли лсляли лсляли лсляли 6.0 > 95.3

Примечание: ( + ) - слабое диспропориионированис. (±) - некоторое подавление
лиспропррциопярующсй активности.

При этом если в присутствии салицина, как л без него, 
модифицируются 8 остатков гистидина, то при акарбозе и ее смеси с 
салицином - 7 и 6 остатков соответственно (рис.6). т.е. они способны 
защищать 1 и 2 имидазольные группы гистидина соответственно.

Защитный эффект 2-х гистидильных групп достигается также при 
применении |5-ЦД с акарбозой и полимера |5-ЦД. Если после 
модификации с помощью ДЭН К ЦГГ сохраняет всего около 2.1 % исходной 
активности, то в случае с салицином - около 30%, акарбозой 50%, 
комбинацией акарбоза + салицин - 97,0%. полимером |М1Д - 95% трис.7). 
т.е. существует прямая связь между защищенными гистидиловыми 
остатками и остаточной активностью ЦП (рис.8). Два гистидиловых 
остатка, защита которых приводит к сохранению активности, могут быль 
расположены в активном центре ЦП՜.

Таким образом, тот факт, что салицин, связывающийся с 
акцепторным центром, сам ио себе нс защищает гистидиловые группы 
при модифицировании ЦП'с помощью ДЭПК. а в сочетании с акарбозой, 
которая защищает I гистидиловый остаток, защищает 2 такие группы.
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подтверждает ранее сделанное 
предположение о присутствии в 
активном центре ПГТ донорного и 
акцепторного участков |2.3.6|.

Тог факт, что зашита одного 
гистидилового остатка при модифици­
ровании ЦГТ с помощью ДЭПК на 
50% сох|хшяст исходную спсиифичес - 
кую активность, а двух до 97.0%. 
указывает на то. что и каталитическом 
акте ЦГТ важную |нзль играю։ два 
гистидиловых остатка, которые, 
видимо, локализованы в донорном 
ПОДЦСНТрС. При этом в каталитичес­
ком акте могут участвовать или оба 
остатка однон|х? мен но. или же только 
один из них. В последнем случае, 
когда донорный подцентр не нахо­
дится в акцепгорно-И1»луии|хж։ниой 
конформации, акарбоза может вза- 
имодсйствовать с ним двумя тинами 
эквипотенциальной связи, но при 
каждом из них защищался бы только 
один гистидиловый остаток. В при­
сутствии акцептора акарбоза может 
связываться одним единственным, 
более эффективным путем, приво­
дящим к защите обоих гистидиловых 
остатков в активном центре и 
сохраняющим полную фермента­
тивную активность при молифи 
нации, т.с. акцепторный центр имеет 
предварительно связывающую функ­
цию, приводящую к изменениям 
конформации всего активного центра 
и ориентирующую свя ։ыванне донора 
в положении, необходимом для 
ТрВНСГЛ И КОЗИ Л И ровпн и я.

Вероятно, в каталитическом 
центре ЦГТ карбоксильная и ими­
дазольная группы выполняют роль 
нувдеофнльно-электрофильном пары, 
иод действием которой и|юис.ходит 
Электронов к имидазольной группе и

Рис.6. Опродолочип тис1идилопых 
ОСТАТКОВ ■ модифнцироп.тной ЦГТ через -10 
мим при 30*. Условии см. па рис.4 и в тексте. 
1 • юлько ЦГТ; 2 • ЦГТ с 9 «М салицином. 3 - 
ЦГТ с 5 мМ якврвозпи, •» - ЦГТ с 3 мМ 
салицином и 5 мМ ажарбозой; 5 • ЦГТ и 
со**о1ании о 2 мг мл полимером |1 -ЦД

Рис.7. Остаточная эктианоегь ЦГТ через 
40 мин модификации при 30'. Условия см. 
из рис.4 и а тексте. I - ЦГТ только (20,2 
мкмоль); 2 - ЦГТ с салицином (5 мМ); 3 - 
ЦГТ с акарбозой (5 мМ>; 4- ЦГТ с салицином 
(5 мМ) и асарбозой (5 мМ|; 5- ЦГТ с 
полимером р-ЦД (2 мг/мл).

Рис.8 Зависимость олтлючной 
активности ЦГТ от •оличоствл этоксиформнл- 
гистидилоаыхостатков Данные пересчитаны 
от кривой I рисунка б.

ирын связи С-0 с опяпшанмем 
; уходом сп карбоксила
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ПЕРЕНОС И ЭКСПРЕССИЯ ГЕНА ФЕП-КАРБОКСИЛАЗЫ 
ESCHERICHIA COLI В КЛЕТКАХ КОРИНЕФОРМНЫХ БАКТЕРИЙ

Н.А. ОГАНЕСЯН, М.Г. ГЕВОРКЯН, М.Б. ЧИТЧЯН, ЭЛ. АГАБЕКЯН, 
Г.Г. ОГАНЕЗОВА, С.В. КАЖОЯН, Н.С. АВЕТИСЯН, В.А. САКАНЯН

НИИ "Биотехнология". 375054, Ереван

Сконструирована гибридная п.тчп .га рРСб. содержащая ген ФМ1- 
ёШшёёасй Escherichia соН и способная реплицироваться ո клетках коринеформиых 
бактерий. Методом электропорации получены трансформанты Brvvihadcrium/luvurn и 
Brevibacterium lectofermentum, содержащие плазмиду рРСб. В клетках полученных 
трансформантов активность ФНЬкэрбоксилазь՛ повышается почты и два раза. В 
условиях фермшпаиии штамма Н lactojermentum 150/рРСб наблюдается низкий уровень 
сегрегационной стабильности плазмиды рРСО Лизиисшпсзируюшая актииность 
рекомбинантного штамма 150/рРС6 сохраняется на уровне синтеза лизина ро.штсльским 
пггаммом.

Կառուցվել է рРСб հիրրիղային պլազմիղր, որը կրում է E. colt-\\ ՖեՊ-կարթււքսիլաղի 
գենըևրնղանակ է կրկնօրինակվել կորինեբակտերխօնԵրի բջիջներում՛ էլեկտրապորացիայի 
եղանակով ստացվեւ են B. flavufn-ի և B.lactofermcntum ի рРСб պլազմիւ՝, պարունակող 
տրանսֆորմանտնևր Ստացված տրանսֆորմանտների բջիջներում ՖեՊպարբոքսիլազի 
ակսփվուր|ուն[ւ բարձրացել է երկու անգամ Ֆերմենտացիայի պայմաններում 
B.lacfofeimantum ^ 150/рРС6 շտամի рРСб պւագմիղի սեգրեգացիոն կայւ ււնությունը ցածր 
է: BJaciofermentum ի 150/рРС6 ռեկոմբինանւո շտամր լիցին սինբեգելո անակուրյամբ չէ՝ 
տարբերվում ծնողական ձևից:

The hybrid plasmid рРСб was constructed. The plasmid contacted the PEP-caiboxy- 
bse gene of F. coli and was able io replicate in coryncform bacteria By electroporation method 
the transibnnanLS of B.pavnm and B.lactofcmentum strains with the plasmid рРСб were ob­
tained. The PEP-carix>xylasc activity tn coryncform transformants was increased twice \t 
fermentation processes the segregation stability of the plasmid рРСб in cells оГ В. lactofementum 
strain 150/рГС6 was low. The level of lysine synthesis in the recombinant strain 150/pPC6 
was not changed
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.Коринебактерии - ррс ген - фосфоеиолпируват карбоксилаза

Глютаматсимтезируюшие коринеформные бактерии, включая близко­
родственные виды СогупеЬас։епит ^/шаписит, В.Дагит и ВЛасю/егтепШт, 
давно используются в микробиологическом производстве аминокислот. 
Пути биосинтеза аминокислот у этих видов бактерий интенсивно 
исследуются. Выделен ряд генов биосинтез;! различных аминокислот, 
изучаются механизмы регуляции их экспрессии (8.13].

Фосфоеиолпируват кщхюксилаза (ФЕП-карбоксилаза) занимает одно 
из ключевых мест в биосинтезе аминокислот, участвуя в анаплерспическом 
превращении ФЕПа в шавелевоуксусную кислоту (ЩУК), которая является 
предшественником аспарагиновой кислоты. Свойства ФЕП-карбоксилазы 
Е.соН> а также некоторых видов коринебактерии хорошо изучены (5.11]. 
Показано, что активаторами этого фермента в обоих случаях являются 
ацстил-КоА, фруктозе-1,6-дифосфат, фермент подвержен обратному 
ингибированию аспартатом и 2-оксоглютаратом. В клетках В.Дачит ген 
ФЕП-карбоксилазы подвергается репрессии глютаматом и аспартатом (15). 
Представляет большой интерес возможность использования 
рекомбинантных плазмид с геном ФЕП-карбоксилазы для усиления путей 
биосинтеза тех или иных аминокислот. В клетках Е.соП, содержащих 
плазмиду с геном ррс. наблюдается повышение активности ФЕП- 
карбоксилазы [7]. Определена нуклеотидная последовательность гена ФЕП- 
карбоксилазы С.у1шат1сит (4|. Показано, что введение в штаммы 
ВЛасЮ/егтеШит плазмиды, содержащей ген ФЕП-карбоксилазы из того 
же вида бактерий, приводит к повышению уровня синтеза некоторых 
аминокислот (пролина, лизина) [14].

Цель настоя шей работы заключалась в конструировании плазмиды 
рРСб, содержащей ген ФЕП-карбоксилазы Е.соН, а также анализе ряда 
свойств, полученных с помощью этой плазмиды, трансформантов 
коринсформных бактери й.

Материал и методика. Штаммы, плязмилы, спелы Бактериальные штаммы и 
плазмиды, используемые в работе, перечислены в табл. I

Таблица I.

Штаммы Генотип Источник
Е coli К-12

XSID2

B.flavum Е-531 
BJacfofcrmentum 159

Плазмиды 
pALMI 
PBLK25

J'A (ppc-aigE)IOI nalAipoBfX)1 
hsdR

met tl։r АЭЦ:
leu wr АЭЦ'

ppc'argECBA’Ap' 
челночный вектор Km1

лаб.коллскния 
музей Института 
'Бисггсх1։олоп1Я*

лаб коллекция 
лаб.коллекция

Клетки Е.саИ выращивали в Е-бульоне при 37*. а также в минимальной среде М9 с 
добавками глюкозы, тиамина. МеБО.. аргинина и сукцината натрия [10). Для отбора ррс՛
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трансформщпои Е.соИ использовали а гари:։ она иную среду М‘). нс содержащую сукцината 
натрия. Клнамииим добавляли в концентрации 30 мкг/мл. Штаммы В.рагит и В.1ис1оргтеп1ит 
выращивали в Г. бульоне при 30'. ОкЗор трансформантов вели на Г агаре. содержащем «I 
мкг/мл канаминипа.

Выделение ДНК и тлцсФормапия. Выделение ДНК из Е.соИ. обработку ДНК 
рестрнктазами, реакцию лш ирояэння. элскторфорсзДНК в агарозном геле проводили согласно 
гапестнкм методам [9|. Для выделения ДНК из коринсбактерий клетки лизировали и буфере, 
содержащем 25 мМ трии НС1, 10 мМ ЭДТА. 50 мМ глюкозы, 10 мг/м.т лизоцима (pH 8), с 
предварительной инкубацией при 37՞ в течение 1.5 часов. Дх1Се выделение проводили согласно 
методу [3).

Трансформацию Е.соИ проводили методом |9|. Трансформацию клеток В.ригит и 
В.!аао/етсп1ит осущескш-ли методом электропорации Нотную купюру разводили в 1(1 раз 
в Ь-булюне и выращивали до титра 1x10* кл/мл Культуру осаждали цен :рнфуп։ровапием и 
осадок суспенл провал и н 10%-ном глицерине. Клетки вновь осаждали Пенгрмфу|пропанисм 
суспендировали в 1/10 обьсма раствора 10%-иого глицерина. К 25 мкл клеточной суспензии 
добавляли 0,5 - I мкг ДНК и пол учен пук» смесь вносили и ячейку для ՛ лсктропорапии прибора 
Рйаппарйог-5(Ю После воздействия элеклричеикою поля клетки пыле ржи лад и г- течение I 5 
мин во льду, доблтитяти 1 мл Ь-сульона и инкубировали при 30’ в течение !2 ч для обеспечения 
экспрессии внесенных генов. Трансформированные клетки высевали ид чащки с Б-агаром, 
содержащим 30 мкг/мл канаминипа. и инкубировал к । течение 2-3 суп»; при ՝<)’

'Определение активности ФЕП-карбоксилазы. Клетки выращивали в I бульоне до 
пггра 1х104 кл/мл, осаждали центрифугигхикшнем, промывали буфером (0.1 М трис-НС1 
pH 7,5), суспендировали в том же буфере и разрушали озвучиванием Активность ФЕП 
карбоксилазы определяли в сулыратной фракции клеточных экстрактов по известному методу 
112]. Реакционная смесь состояла на 0.1 М трис-НО. (pH 7.4), 3.3 м.М Мп$<\, 0,!5 мМ 
ИЛОН, 1(1 м.М МаНСО,. 2 мМ ФЕН, 0,1 мМ Лн-КоЛ. К) мкл мала где гилрогечалы И 10 .мкл 
клеточного экстракта соогостствухицею разведения; общий объем смеси составлял 1 мл 
Реакцию проводили в кварцевых кюветах при комнатной температуре 1 единице активное-.и 
ФЁП-карбоксштазы соответствует количество фермента, при котором 1 мкмоль НАГ) 
превращается в МАЛИ за минуту.

Результаты и обсуждение. Клон кропание гснаррс Его//на челночном 
ректоре рВ1К25. Ранее была получена плазмида рА1_М[, которая несет 
фрагмент хромосом ной ДПК Е.соИ. содержащей оис|юн агеЕСВН |1]. Па 
генетической карте Е.соИ К 12 рядом 
с этим опсроном расположен ген ррс 
|10|. Плазмида рА1.М1 оказалась 
способной ком пл смонтировать 
мутацию А ррс в штамме Е.соИ 
XSID2, что указывает на 
присутствие в ней по крайней мерс 
структурной части гена ррс.

Фрагмент ДПК с геном ррс 
был переносен ля челночный вектор 
рВ1К25. Вектор рВ1К25. размером 
8,7 тпо, способен реплицироваться 
в клетках Е.соИ и коринсбактерий и 
содержит ген устойчивости к 
канамицину [2J. ДНК вектора 
рВ!К25 и плазмиды pAl.MI 
обрабатывали совместно 
рсстриктазами Bam HI и Sall и

Рис.1. Физическая каста рлаамидм рРСб 
(11,3 тпо).
I I • фрагмент ДНК Е.соИ с гоном ФЕП- 
карбоксилззы (ррс).
-------- -- ДНК вектора рВ1К25

kan - ген амимогликозид 3-фосфо։рпнс- 
феразы.
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полученные фрагменты ДНК соединяли ДНК-лигазой фага Т4. 
Лигированной смесью трансфор-мировали клетки штамма Е.соН XSID2. 
Трансформанты отбирали ио способности комплсмснтировать мутацию А 
ррс штамма XSID2. т.с. по способности расти на среде М9 в условиях 
отсутствия сукцината. Среди трансформантов были отобраны клоны, 
содержащие плазмиду размером 11.3 тпо. которая была названа рРСб 
(рис.1). Рекомбинантная плазмида рРСб при трансформации штамма 
XSID2 сохраняет способность комплсмен-тировать мутацию А ррс. С 
помощью рестрикционного анализа показано наличие в составе плазмиды 
рРСб BamHl-Sall фрагмента ДНК размером 2.6 тпо.

Трансформация клеток Hflavuni и H.kictnfermenJum плазмидой рРСб, 
Трансформацию клеток коринебакте-рий плазмидой рРСб проводили 
методом электропорации. Трансформации подвергались штаммы B.flavum 
Е-531 и B.lactofermentum 150. Метол электропорации описан выше. 
Трансфор.мангы отбирали на I -агаре, содержащем 30 мкг/мл канаминина. 
Наибольший выход трансформантов наблюдался при емкости 
электрического импульса в 40 микрофарад. Э(|х|>сктивность трансформаций 
при этом составляет I04 трансфюрмантов на 1 мкг ДНК плазмиды рРСб. 
Выделенные из устойчивых к канамицину трансформантов Е-531/рРС6 и 
150/рРС6 плазмиды по структуре и фенотипическим свойствам не 
отличаются от плазмиды рРСб.

Akthbi юсть ФЕП-карбокс ила. ч.ц< к легких 1У комби на нтнцхдпаммов 
Е-531/рРСб и 150/рРС6. Активность ФЕП-карбоксилазы определяли в 
клетках штаммов E-531/рРСб и 150/рРС6, выращенных в L-бульояе, 
содержащем 30 мкг/мл канаминина. Как показано в табл. 2. активность 
ФЕП-карбоксилазы в трансформированных плазмидой рРСб клетках почти 
в два раза выше, чем в клетках исходных штаммов, а также в штаммах, 
содержащих вектор рВ1 К.25. В данных экспериментах активаторами ФЕП- 
карбоксилазы являл ись ацетил-КоА и фруктозо-1.6-дифосфат. Активность 
ФЕП-карбоксилазы в клеточных экстрактах штаммов Е-531/рРСб и 150/ 
рРСб записи । от диоксана, что является характерным для фермента из 
Е.соН [6|. но не для ферментов кори нс бактерий. Во всех исследованных 
штаммах активность ФЕП карбоксилазы ин։ ибировхтарь аспартатом.

Таблица 2. Активность ФЕ11-кз|юокснлазы в штаммах, содержащих плазмиду рРСб

Штаммы Активность ФЕП карбоксилазы, 
сдинии/мг белка

ЕмП XS1D2
XSID2/pPC6

H.flavum Е-531
Е-531 /рВ1К25
Е-531/рРСб

П.1осК^егтешит 150
150/рВ1К25
150/рРСб

0,153
0.121
0.101
0.215
0.105
0.100
0.194
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ПЕРЕНОС: и ЭКСПРЕССИЯ ФЭП - КАРБОКСИЛАЗЫ

Повышение активности ФЕ П-карбоксилазы в трансформированных 
плазмидой рРСб клетках B.Jlavum a B.ludofernicHiiuHy а также ее зависимость 
от лиоксана указывают на экспрессию энтеробактериального ррс гена в 
клетках коринеформных бактерий, результатом которой является 
увеличение количества синтезированного в клетках фермента.

Стабильност 1» i ьтазмили рРСб в клетках штамма BJactofermentum 150/ 
рРСб. Исследовалась способность плазмиды рРСб стабильно 
воздерживаться в популяции клеток штамма B.iactofer/nentiun 150/рРС6 в 
условиях колбочкой ферментации Ферментацию проводи ш и течение 72 
՝. на среде. содержащей 10% свекловичной мелассы (по редуцирующим 
веществам). 2% паприна (по сухому весу). 2% мела. pH 7,6. Конценiрация 
канамицина составляла 30 мкг/мл. После ферментации определяли 
процент клеток, сохранивших устойчивость к канамипину. а также выход 
лизина. Согласно полученным результатам, плазмида рРСб в условиях 
отсутствия селективного давления крайне нестабильна. В конце 
ферментации только 12% клеток сохранили устойчивость к канамипину. 
обусловленную наличием в них плазмиды рРСб (табл.З).

Вектор рВIК25 в тех же условиях в клетках того же штамма проявляет 
высокий уровень стабильности. Причины нестабильности плазмиды рРСб 
требуют дальнейших исследований. В присутствии антибиотика уровень 
стабильности плазмиды рРСб повышается, однако титр клеток штамма 
150/рРС6 в конце ферментации оказался на порядок ниже иггра клеток, 
растущих на среде без антибиотика (табл. 3). Очевидно, что в присутствии 
антибиотика скорость роста штамма 150/рРСб снижается. Определение 
лизинсинтсзируюшей активности штамма 150/рРСб показало, что 
присутствие плазмиды рРСб не влияет на продуктивность штамма. 
Несмотря на повышение активности ФЕ11-карбоксилазы, штамм 150/ 
рРСб синтезирует столько же лизина, сколько бссплазмидный штамм 150 
(35 г/л) (табл.З), что. вероятно, объясняется низким уровнем стабильности 
плазмиды рРСб в условиях фермой гании штамма 150/рРСб. 
Ингибирование ФЕП-карбокси л а зы аспарагиновой кислотой также снижает 
эффект повышения активности этого фермента в клетках штамма 150/ 
рРСб. При ферментации штамма 150/рРСб на среде с антибиотиком 
лизинсинтсзируюшая активность штамма падает до 20 г/л. несмотря па 
повышение уровня стабильности плазмиды рРСб (табл. 3). Очевидно, 
*по уменьшение выхода лизина происходит вследствие понижения титра 
клеток в конце (ферментации (табл. 3).

Таблица 3. Стабильность плазмиды рРСб и лизнисинтсзируюшая активность 
штамма 150/рРСб.

Штамм Титр клеток Стабилынхи. 
плйзмшчыД

Выход, 
г/л

150 8.2 х 10"՛ 3$
150/PBLK25 6.5 х 10" 93 35

150/рРСб 4 х НГ $4 20
150/рРСб 5.8.x 10*’ 12 35
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Таким образом, введение в клетки штамма B.flavum Е-531 и 
BAactofennentum 150 плазмиды рРСб с геном ФЕП-карбокс и л азы E.coli 
приводит к повышению активности этого фермента в два раза. Однако 
уровень стабильности плазмиды рРСб в условиях ферментации штамма 
150/рРС6 низкий, что. вероятно, ограничивает возможности 
рекомбинантного шгамма.

ЛИТЕРАТУРА
1. Кочикян А.В.. Метт ИЛ., Астваиатурян М.З., Саканлн ЗА. Биолог, 

жури. Армении, 38, 79-83. 1985.
2. Оганесян ЛА., Безирджян М.О.. Саканян БА. Авт. свид. 4333147/3, 

1989.
3. Birnboirn М.С., Doli J. Nucl Acids Res. 7, 2, 1513-1523, 1979.
4. Eikrnanns B.J.. Foliettie M.T., Griot M.U., Sinskey A. J. Mol. Gen. Genet., 

218, 330-339, 1989.
5. Fujita N.T., Miwa S.. lahijhna K., Izuki K., Katsuki //. J. Biochemistry, 

.95, 909-916, 1984.
6. Izui K., Yoshinaga T., morikawa M., Katsuki II.. Woods A.E. Biochem. 

Biophys. Res. Commun., 40, 949-956, 1970.
7. Izui K., Sabc h„ Katsuki H. FEBS Letters, 133, 2, 31 1-315, 1981.
8. Malumbres A/., Mateos L.M., Lumbreras MA., Guerrero C.. Martin J.F. 

Applied and Environ, microbiology, GO, 7. 2209-2219, 1994.
9. Manialis T., Fritsch E.F. Sambrook J. Molecular cloning: a laboratory 

manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor. New 
York. 1982.

10. Miller 4.H. Experiments of Molecular Genetics. Cold Spring Harbor Labo­
ratory Press, Cold Spring Harbor. New York. 1972.

1 1. Mori M., Shiio 1 J. Biochemistry. 97. 11 1Զ-1 128, 1985.
12. Ozaki II.. Shiio I. J. Biochemistry, GC, 297-311. 1969.
13. Pisaharro A.. Malumbres M.. Mateos L.M., Oguiza 4.A.. Martin J.F. J. 

Bacteriology, 175, 6, 2743-2719. 1993.
14. Sano K.. Ito K.. Miwa K.. Nakamori S. Patent USA, No. 4757009, 1988. 
15. S/iiio I., Ujigawa K. J. Biochemistry, 84, 647-652, 1978.

Постучи hi 6. V. 1997

178



Биолог, журн. Армении. 3-4 (50). 1997

УДК 577.5:579.253.4

СЕЛЕКЦИЯ ПОЛИСАХАРИДСВЕРХСИПТЕЗИРУЮ1ЦИХ 
МУТАНТОВ У ESCHERICHIA COLI К-12 С ПОМОЩЬЮ

БАКТЕРИОФАГОВ

Г. Г. ОГАНЕСЯН, Л.С. ХАЧАТРЯН, С.С. ОГАНЕСЯН

Институт микробиологии ИЛИ Армении. 378510, Аботт

Разработан пысокоэффекгнвиый метод сеяскиик полнсахарндснсрх- 
Синтезирующнх мутантоп у Escherichia call К-12 с помощью бактериофагов Pl, Т2 и Г4 
Мутанты. сохраняя ■lyitt-TiiMiejiaicxrni к соответствующим бактериофагам, приобретали 
способность синтезировать гетсропояисзхар.ид - кал.՜։ пиковую кислоту с выходом более 
6 мг/мл.

Մշակվել I £ coli K-lp-ի բոպմաշաքար գերսինրհգոզ մուտանւոների ստացման 
արգյունավետ եղանակ Pl, 12 և T4 բակտեր|ւււ.ֆսւգերի օգնությամբ: Ստացված 
մուսւանտներջ, ննաչով զգայուն համապատասխան ֆազերի նկատմամբ ձեւա ես բերամ 
ունակություն արտազատելու կոլանիկային թրու կււչվոզ բազմա/աթարր մինչև 6 սզ/մ[

Ute efficient method has been worked out for selection of polysaccharide ovcrproduc 
ing mutants of E. coll K-12 by bacteriophages 1’1, 12 and 14 [be mutants, possessed the 
sensitivity to mentioned bacteriophages, were able to synthesize the colanic acid jmlysaccha- 
ride with yield of 6mg/nil.

Escherichia coli K-12 - селекция слизистых мутантов - бактериофаг

Микробные полисахариды (ПС) благодаря своему качеству менять 
реологические свойства воды находят широкое применение в самых 
различных отраслях промышленности |4.5|. Полисахзри’шролуцирутошие 
штаммы Обнаружены у многих видов микроорганизмов. Они были 
выделены главным образом из природных источников или и t .таборагорных 
коллекций. Единой стратегии селекции продуцентов нс существует из за 
сложного, многоступенчатого механизма регуляции биосинтеза полиса­
харидов. Гены, участвующие в этом и|хшессе. кроме индивидуальной 
регуляции подвергаются также глобальной координированной регуляции 
типа рсгулона. Единичная мутация способна повысить активность десятков 
разрозненных генов, участвующих в биосинтезе НС |8|. У E.coli К-12 
обнаружены, по крайней мере, три локуса capR (Ion}. capS и cap Г, мутапии 
в которых приводят к обильному биосинтезу ПС [4.81. Слизистая 
морфология колоний является главной отличительной чертой >тих мутан­
тов. Мутации, приводящие к обильному синтезу НС. можно индуцировать 
с помощью УФ-лучей [8|, антибиотиков [5.9| и термошока [4|. Однако 
все они индуцируют мутапии главным образом cc/pR (հա ) типа.

С целью получения новых П|юдупенгов полисахаридов \ кишечной 
палочки в качестве индуцирующих агентов нами применялись вирулентные 
и умеренные бактериофаги.

Материл։ и методика. Бактерии и шктерпоф:ни В работе испсиыокш штамм Е.спН 
С4154 HfrW (hcL, ria}, якрулекщыс бактериофаги Т2 и T4. умеренный бактериофаг Р1. 
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бэксриофат М59. вирулентный но отношению к слизистым штаммам Г. соН, - псе из музея 
лаборатории генетики И нсллу га мнюррбиологии НАН Армении.

ишатсльныс среды. Полноценный бульон фирмы '"5ела՜ (ФР1 । полноценная твердая 
среда с содержанием 1.5 и 0.6% агара. Фермойгапиоиныесреды (г/л): а) синтетическая: КН.РО, 
- 3. №,НРО, - 6, ЫН.С! • 1, М^ЪО, - 0,В. тиамин - 0.001, тюкаю 20. СаСО, - 20; 6) 
полноценная: дрожжевой ^ксц։ат.| - 8. исток 3, »Ч;։С1 - 5, глюком 20, СаСО - 20. pH 
7.2 Пептонная вода (г/л): пептон 10. .\’лС՝ -5. Фосфатный буфер pH 6.8.

Фитол ясны были получены методом агаровых слоев [I]
Получение слизистых мутантое Культуру выращивали в пептонном бульоне (ПБ) до 

экспоненциальной фазы роста (1-З.хН»' кл/мл), заражали флюм и высекай .методом агаровых 
слоев. Чашки инкубировали шхх суток при 37’. Выросшие на фоне сплошного лизиса слизистые 
колонки переносили отколом в жидкую среду, встряхивали для отделения клеток от фага и 
высевали на полноценный агар.

Чунс|витощиость к Фагам определяли спот-тсстом, нанесением суспетгзиц 10' 
инфекционных единиц (ИЕ) на газом индикаторной культуры.

Чунстшпельность к Уфобв-чепию определяли но ранее описанной методике |2|
Биосинтез гюлисахмш.'ЮН производили в 250 м : колбах Эрлен мейера. содержащих 20 

мл питательной среды, на реципрокной качалке (150 об/мин) при 30' п 1счеиие 72 часов
Кол ячество биомассы определяли взвешиванием, после осаждения клеток 

пентрифупцюпанием. по общепринятой методике
Определение выхода ПС После завершения ферментации культуральную жидкость 

(КЖ) выдерживали в кипяшсйбаис и течение 3 мин и подвергали центрифугированию (3000 
об/мин). К супернатанту добавляли двойной объем охлажденного ацето։ ш и смесь выдерживали 
при комнатной температуре 18 ч. образовавшийся преципитатотделяли, промывали 67%-ным 
ацетоном, затем осадок рссуспсндировали в деионизированной воде. Общий сахар в осадке 
определяли фенол-сернокислым методом, а вязкость полных растворов ПС - по 
Гсплеру (3|.

Результаты и обсуждение. Для получения слизистых мутантов были 
использованы бактериофаги Е.соИ Р1, Т2 и Т4. Множссгнснностъ заражения 
(М3) изменялась от (1.01 до 10. В каждом случае высев инфицированных 
фагом бактерий производили методом агаровых слоев на 10 чашках. Частоту 
выхода мутантов определяли делением всего количества обнаруженных 
слизистых колонии иа суммарный тип? бактерий, нанесенных на чашки 
(табл. 1).

вызванный бактериофагами 14, Т2 и Т4
Таблица 1. Выход слизистых колоний иа фоне сплошного лизиса культуры СА154.

Бактериофаг М3 Количество 
выросших 
колоний 

на 10 чашках

Количество 
слизистых 
колоний 

На 10 чашках

*1итр 
бактерий 
п каждой

чашке

Чистота
выхода 

слизистых।
муццпов

10 0 4.1 х 10’ б
1 188 184 2.6 х К) *

Р1кс 0,1 270 263 3,7 х 10 ‘
0.01 5 0 * • °

10 0 0 5.7 X ИГ 0
1 124 124 2.2 х 10 4

Т2 0.1 161 154 • 2.8 х 10"
0.01 > 0 11 J

10 3 0 6.5 х 10 0
1 180 178 2.7 х |0 >

Т4 0.1 214 210 • 3.2 X 10"
0.0։ 4 0 0____

Как видно из табл. I, слизистые колонии образуются только при 
М30.1 и 1,0. При 0.01 и 10они не были обнаружены. Средний спонтанный
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выход мутантов при М3 0,1 был в 1.5 раза выше, чем при 1.0. Частота 
получения слизистых мутантов (2-4)х10 п была в 100 раз выше, чем обычных 
фагоустойчивых мутантов. Индукция мутантов не зависела от природы 
бактериофага.

Слизистые мутанты были выделены и после многократной очистки 
определен их иммунитет к фагам, с помощью которых они были получены, 
а также к УФ-лучам и фагу М59, лизирующему только капсулированные 
клетки, продуцирующие коланиковую кислоту (табл.2) |1()|.

Таблица 2. Чувствительность слизистых мутантов штамма СА154 к бактериофагам 
и УФ-облучению

Бактерия 
хозяин

Чувствительность к бактериофагам О։ носится иная 
чувствительность 

клопе УФ 10Дж/м:
Р1 12 Г4 М59

CAI54

Мук Р1’ 

Мук П*

Мук Т4*

+ + +

+ 4- +

•Е+ +

+ 4-4- 

+ + -г
4. +

+ + +

+ +- +■

+ т 4-

+ 4-4- 

+ + +

+ + +

+ 4 +

+ + +

1

1.15

1.16

1.22

Примечание; * - тестирование но 10 мутантов. полученных соотистствухмиим фагом 
(-.1 - отсутствие лизиса; г 4 *) хороший лизис.

Как видно из табл.2. слизистые мутанты, выделенные на фоне 
сливного фаголизиса. нс обладали иммунитетом к соответствующим 4>агам. 
По-видимому, клетки, предрасположенные к мутированию в сторону 
сверхсинтеза внеклеточных полисахаридов, обладают также временным 
иммунитетом к фаголизису. Гены, |х.ч улируюшие биосинтез внеклеточных 
полисахаридов, отличаются нестандартным поведением. Они мутируют 
под влиянием агентов, которые не являются мутагенными по отношению 
к другим генам [4.9]. Возможно, в фаголизатах или в самих фагах имеются 
вещества, реагирующие с регуляторными участками генов биосинтеза 
полисахаридов, способные вызывать мутационные изменения в них. Оги 
участки должны отличаться особым строением, способным реагировать 
на действие фагов - прямо или опосредованно.

Вее слизистые мутанты оказались чувствительными к бактериофаг у 
М59, что свидетельствует о том, чю синтезируемый мутантами 
полисахарид является коланиковой кислотой Этот кислый полисахарид 
состоит из фруктозы, галактозы, глюкозы и глюкуроновой кислоты в 
молярных соотношениях 2.2:1:1 соответственно |7|.

С полью определения продуктивности слизистых штаммов была 
проведена ферментация на синтетической и полноценной средах. 
Ферментация длилась 72 ч. по завершении ее определялись выход 
полисахаридов, вязкость водных растворов полисахаридов в объеме, равном 
объему КЖ, и выход биомассы. Результаты опытов приведены в габл.З.

Выход целевого продукта у слизистых мутантов составлял в синте­
тической среде около 5,5 .мг/.мл. а в полноценной - 4,3 мг/.мл. Разница 
всего в 20% означает, что уровень биосинтеза полисахаридов у них мало
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зависит от концентрации азота в среде. Это даст определенное 
преимущество в промышленных условиях, т.к. позволяет использовать 
дешевые питательные с,х՝ды с высоким содержанием азота.

Таблица 3. Биосинтез полисахаридов слизистыми мутантами при росте на 
синтетической и полноценной средах

Среди Штамм Hu un 
иномлссы.

MI 41

Huto.i 
IIC.

НГ/.М.1

Вязкость 0.1 % 
полной суслены ПС. 

СПЗ*
С/Х 154 151 0,02

Мук PI 2.S6 562 0.8246

Cmhicimscckum Мук 12 141 0.8242

Мук 14 162 5.71 0,4246
CAI 54 2.8ft o.oi •

Му»; PI 2.82 4 45 0,8244

HanioiiviiiiaM Мук 12 2.79 4.1ft 0,8245
Мук 14 2.69 4.22 .'44

Одинаковая вязкость растворов полисахаридов (0,1 Я) свидетельствует о 
там, ччо мутанты продуцируют полимеры одинакового состава и структуры.

Индуцированные бактериофагами мутанты не относятся к 1он классу 
слизистых мутантов, т.к. их чувствительность к УФ-облучению не увели­
чивается (табл.2). Они даже обладают большем устойчивостью, чем исход­
ным штамм СА154. Это связано со сверхсинтезом полисахаридов, которые, 
как было ранее показано, обладают протекторным действием |6|.

Бактериофаги специфически индуцировали только мутации, приво­
дящие к слизистому фенотипу колонии. Среди более 500 проверенных 
мутантов. выросших в присутствии фагов, ни один не нуждался в дополни­
тельных (|к1кторах роста, т.е. не обладал ауксотрофным фенотипом.
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ПОЛУЧЕНИЕ МОЛОЧНОЙ кислоты ИЗ 
НЕГИДРОЛИЗОВАННОГО КРАХМАЛСОДЕРЖАЩЕГО СЫРЬЯ

М.М. ШАМЦЯН*, К.А. СОЛОДОВНИК*, В.И. ЯКОВЛЕВ*,
Э.К. АФРИКЯН**

* Санкт-Петербургский государственный технологический институт 
(Технический университет), J9S0L1

"Институт микробиологии НАН и Республиканский центр депонирования 
микробов НАН и Министерства образования и науки Армении, .178'510, г Абовян

Из рубца Кировы выделены штаммы молочнокислых бактерий 
Streptococcus bovis, которые благодаря своей а.мшюлигмчсской активности позволяют 
осуществлять прямое молочнокислое сбраживание сырого крахмлтсолсржашего сырья 
без дорогостоящей и энергоемкой стадии прсднзритслыюго гидролиза

Կովի ստամոքսային հատվածից գանձակից. մեկուսացվել են Streptococcus bovis 
կաթնաթթվային բակտերիաների շտամնեբ1 մեկուսացված շտամներր, շնորհիվ իրենց 
ամիյոլիտիկ ակտիվության, բույլ են ւոայիււ իրականացնել օպա պարունակող հումքի 
ուղղակի կաթնաթթվային խմորում առանց նախնական 1փղրուիզյւ

The strains of lactic - acid bacteria Streptococcus bovis were isolated from the rumen of 
cow. Due to their amylolytic activity, the isolated strains permitted to provide the lactic acid 
fermentation from raw Starchy substrates directly without expensive ։nd energy consuming 
stage of preliminary hydrolysis,

Լ-молочная кислота - Streptococcus bovis - крахмсисодержашие отходы.

В последние годы значительно возрос интерес к различным аспектам 
получения и применения молочной кислоты, что обусловлено как все 
увеличивающимся спросом в традиционных областях се использования, 
гак и новыми перспективами, связанными с созданием на основе молочной 
кислоты биодеградируемых полимеров и других веществ Относительно 
высокая стоимость молочной кислоты является основным фактором, 
ограничивающих։ ее применение в качестве исходного сырья для синтеза 
других продуктов.

Поскольку большинство молочнокислых бактерии не способно 
сбраживать полисахариды, для утилизации крахмала необходимо проводить 
его предварительный гидролиз, являющийся довольно энергоемкой 
стадией. Нами изучалась возможность получения молочной кислоты из 
негидролизованных крахмал содержащих отходов, Рансе мы сообщали о 
способе получения молочной кислоты с использованием сырого крахмала 
рисовых отрубей [2.5,6]. В настоящей работе представлены результаты 
экспериментов по получению молочном кислоты и < сырого крахмала 
характерных для стран СНГ отходов сельскохозяйственного сырья - 
пшеничных отрубей и картофельных отходов.

Материал и методика. На базе Института мнкроблолопш НАН Армении и кафедры 
технологии микробиолопсчсского синтез;։ CanKf-riciepOypivKoto технологического ииспгтута 
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и:։ различных образцов руЬиа коровы был ныделсн и идентифицирован ряд культур 
Streptococcus bovis, способных гидролизовать сырой зерновой крахмал и осуществлять 
гомоферментатилнее молочнокислое брожение.

Молочнокислое брожение проводили н колбах Эрлевмейерл с объемами 0.3 я 0,5 л. 
инкубируемых » термостатах при 37-40'.

Концентрацию крахмала и сбраживаемых сахаров и исследуемых образцах после 
ферментативного расщепления Пйлисахаридрв, а также концентрацию глюкозы а супернатанте 
определяли методом Сомоджи-Нельсона |7|. Концентрацию сбраживаемых полисахаридов 
выражали через глюкозный эквивалент.

Измерение концентрации L-молочкой кислоты проводили с помощью энзиматической 
реакции, используя лакг.тгдепырогеназу и 1.|угамат-пирувлтгрансамиказу, применяя 
специальный набор фирмы “Boehringer Mannheim" (Германия, кат. N 1390'84), 
предназначенный для определения L-молочной кислоты в пищевых продуктах и других 
веществах fSj.

Результаты и обсуждение. Выбор S.bovis в качестве продуцента 
молочной кислоты обусловлен следующими его свойствами :

֊ культуры S.hovis обладают высокой амилолитической активностью 
и способны гидролизовать сырой крахмал, причем гидролиз зернового 
крахмала осуществляют гораздо активнее, чем картофельного (3.4|,

-для культур S'. bovis характерны высокая степень сахаролитичносги 
и гомофсрмснтативнос сбраживание углеводов с образованием L- 
молочной кислоты [1.4],

- минимальные нишевые потребности S.hovis нс сложны и в отличие 
от других молочнокислых стрептококков и лактобацилл для их роста 
необходимы только глюкоза, аммиак и неорганические соли |1|

Это позволяет осуществлять получение молочной кислоты из 
дешевого сырья - крахмалсодсржаших отходов перерабагывающей 
промышленности, исключив энергоемкие стадии предобработки 
крахмала. Учитывая, что а-ам плаза продуцента проявляет большую 
активность на сыром крахмале, с целью снижения энергозатрат 
стерилизацию субстрата проводили при комнатной температуре 
разбавленными растворами серной кислоты. Поскольку накапливающаяся 
в процессе брожения в стюде молочная кислота ингибирует дальнейший 
].x)ci продуцента и процессы лактатобразования. в С]>елу вносили карбонат 
кальция и в качестве конечного продукта получали лактат кальция.

Установлено, что пшеничные отруби вполне удовлетворяют 
минимальным пищевым потребностям S.hovis и являются полноценным 
субстратом для молочнокислого брожения с применением этого рубцового 
стрептококка. Оптимальные значения температур для роста клеток 
продуцента и лактатобразования находятся в пределах 37-40՛ (рис. 1), а 
pH - в пределах 6.0 - 7.0 (рис. 2).

Получение лактата из картофельных отходов блокировалось 
присутствующими в субстрате фосфатами, которые будучи связанными с 
глюкозными остатками ингибировали действие амилазы л исключали 
п роцссс л актатобразовани я.

Для преодоления этого явления к субстрату на стадии стерилизации 
(pH 1.5 - 2,0) добавляли препарат кислой фосфатазы, продуцируемой 
Aspergillus niger. Совмещение стерилизации субстрата с действием 
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фосфатазы позволило осуществить молочнокислое брожение с 
применением У/юг/хи получит։. Ц -) молочную кислоту и крахмалистых 
отходов картофеля. В результате брожения с использованием 5.Ьо\՝։я 
вырабатывался только 1.-изомер молочно։։ кислоты

Предлагаемый способ получения молочной кислоты с применением 
в качестве продуцента УЛлй позволяет существенно удешевить процесс 
ее производства за счет использования дешевого сырья и исключения 
энергозатратных стадий предферментапионной обработки крахмала.

В таблице 1 обобщены результаты экспериментов но изучению 
лактатобразования при сбраживании указанных субстратов с применением 
одного из наиболее активных из выделенных нами штаммов У/нл/х.

Ферментации с 8 %֊ным исходным содержанием сырого крахмала 
завершались на 3-и сут. При этом примерно т|хмь исходного содержания 
крахмала оставалась нссброжснной. Можно предположить, ч го остаточные 
сахара представлены разветвленными олигосахаридами с а I -6 гликозидной 
связью,, нс гидролизуемо։'։ а-амилазой продуцента. Как показано в наших 
предыдущих работах, этот недостаток успешно устраняется добавлением 
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к ферментационной среде препаратов глюкоамилазы.

Таблица 1. Ферментация крахмала зерновых и картофельных отходов культурой 
8.Ьоу1ч (концентрация крахмала в среде - 8%)

Сырье П рилат житсл ы ։остъ 
ферментации, ч

Выход 
лактата, г/л

Остаточные 
сахара, г/л

Пшеничные 
отруби М 48 25

Картофельные 
очистки 60 45 27

На основе предлагаемого способа, используя крахмалсодержащие 
отходы переработки сельскохозяйственной продукции, может быть 
разработана энерго- и ресурсосберегающая технология производства 
молочной кислоты с низкой себестоимостью.
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ОТХОДОВ БРОДИЛЬНОЙ 
ПРОМЫШЛЕННОСТИ В БИОСИНТЕЗЕ ВИТАМИНА В12

А.М. БАЛАЯН, А. Г. МЕЛКУМЯН, Э.К. АФРИКЯП
Республиканекий центр депонирования микробов НАН и Министерства 

образования и науки РА, 378510, г.Абовян

Изучали биосинтез вигамнна В пропионовокислыми бактериями. 
Установлено, что производственную cjxyiy для получении витамина В , можно 
модифицировать использованием отходов дрожжевой промышленности практически 
без ущерба ;ыя выхода биомассы н витамина. Показана возможное!!, использования 
углекислого газа для перемешивания культуральной жидкости при ее нейтрализации в 
процессе роста пропионовокислых бактерий

Զւսրոճնասիրվի[ է պրոպիոնաթթվային բակտերիաների կողմից վիտամին В, ֊ի 
սինթեզը Հաստատված է. որ վիտամին B..-ի ստացման արտադրական միջավայրի կարելի 
էձեափոխել, օգտագործելով շաքարասնկային արտագրության թափոնները, որը չի բերում 
կենսազանգվածի և վիտամինի ելքի նվազման. Ցույց է տրված ածխածնի հրկօքսիգի 
օգտագործման հնարավորությանը բակտերիաների աճման ընթացքում կու|սւ։սրււղ հեղուկի 
թափահարման և նրա չեզոքացման համար :

Т11С data on biosynthesis of vitamin В,, by shams cf Prupfonibacteriiim have been 
presented. The industrial medium for production of vitamin B,, could be modified by using 
the wastes of yeast industiy without decrease of biomass and vitamin yield. I Xmng the growth 
of Prdptonibacwrium die possibility of carbon dioxide use was shown

Циаиокобаламип - пропионовокислые бактерии - З^-диметилбензилшдазол

Витамин В։г. или цианокобаламин, входит в состав ферментов, 
участвующих в важнейших метаболических процессах, в частности в 
восстановлении рибонуклеотидов в дезокси рибонуклеотиды, в [зсакииях 
трансметилирования, в образовании метионина из гомоцистеина и 
изомеризации метил малой ил-Ко А в сукиинил-КоА.

Существующие промышленные способы получения витамина В. 
основаны на его микробиологическом синтезе с использованием 
высокоактивных штаммов бактерий, продуцирующих корриноиды 
(Pseudomonas denitrificans. Propioni bacterium shermanii, мстанобразутощие 
бактерии) 11,2,3].

В настоящей работе представлены результаты изучения возможностей 
удешевления процесса биосинтеза витамина В,, и использования отходов 
микробиологической промышленности для его получения.

Обобщены результаты исследовании по биосинтезу витамина В1: е 
использованием штаммов пропионовокислых бактерий (ПКГ>).

Матсриа.։ и методика. В работе были ncntxiKJOiuinw кулылрм Proptonihnacritim sherma/u'i 
ИНМИА 10846 и 10S47.

Посевной материал выращивали и анаэробных условиях при гемнсртгурс 23-30' в гечснис 
72ч на среде следующего состава (%): глюкоз» - 2.0; кукурузный экстракт 3,0; аммоний 
сернокислый - 0,2; кобальт хлористый (1,0005: pH 6,8-7.0.

Основную ферментацию проводили при тех же условиях на производственной среде 
СП-4, содержащей (%}: глюкозу - 4. кукурузный экстракт - 6; аммоний сернокислый 0.3;
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кобальт хлористый /Я 1кч. процесс протекает 12;ч (72ч роста и 48ч шк ։е чпбппления 
нуклсотилного основания ՝ о -днмстхлОстимил;՛...на о.о _1.М1») >.о-ДМБ юбаплялм из 
расчета 15мг/т Начиная с 1$ч <>т начала роста upon-է тиа и псрколичсскую исИцхкипапию 
СрСЛЫ 40л ПЫМ \ >ОН. НСрсиСТИИШШИС .К>ШССТКЛЯЛИ ПРОДУВКОЙ УГЛСТ ИС.1ИМ 1.1 ЮМ И'1Н 
механически

В течение фсрмситапни определяли коискх- во рсаупируинппх псшссти методом 
(.имиджи Нс. է коли |4,6| Ко.!НЧСС->1П КП7.1М1П1.1 В лпре -V.IM.lll •{••.• lut է 1 |<Чн>>]л.<рМ<Ч>11ЫМ 
метолом [5J ( пестры noi.umiciiiM намерили на спектрофотометре СФ 46. Hi к. тыювшШ 5.0- 
ЛМБ фирмы “Sigma “ и |<а»лнпн «•тсчсстпспипю проииоасглл Ферментации проводили как 
п колбах ЭрленмсНсри. так и я .’в-мстроныч ферментерах

Испытывали слслуышие օրասս дрожжевое матико (vicOiiiuc лрожлн! дшапилт 
Пниных дрожжей и спнрювук՝ бар ту

Результаты и обсуждение. Указанные отходы вносили в питательную 
С|Х5ДУ в различных концентрациях, одновременно уменьшая количество 
кукурузного дкетрамлло 3%. Остальные компоненты среды С11-4 и их 
концентрации нс изменяли

Опыты показали. что частичная замена кукурузного экстракта 
дрожжевыми отколами и различных концентрациях даст благоприятный 
м|к|)скт, за исключением отходов спиртовых проц толсти (спиртовая барда). 
Из табл. I видно, что для шт 10846 автолизаi пивных дрожжей в 
количестве до 25% может использоваться бе i ушероадля выхода биомассы 
и витамина В .. а дрожжевое молоко и спиртовая барда - неприемлемы. 
Для шт. 10847 возможны нее исследованные варианты, К|Ю.мс спиртовой

Таблица I. Влияние состава питательном среды на накопление биомассы и выход 

витамина В,. у шгаммив Р. shermanii ИН.МИХ 1084.6 и 10847

Состав среди. Выдал сухой биомассы 
Г/л

Выход ииымина В(1. 
Ղ по сухому весу

ил 10846 шт. 10847 шт. 1084<> шт. 10847

Контроль, среда СП֊։ 62.5 75.5 0.25 0.06

СП-4 с 3ft кукурузного 10% 50.0 56.5 о •, 0,08
экстракта + дрожжевое 25ft 57,5 69.0 0.04 0.045
молоко (об/об)

СП-4 с 3ft кукурузного 10% 90.0 93.5 0.23 0.07
экстракта + янтолизат 2Sft 1 90.0 9։). 5 0,235 0.05
пивных дрожжчЯ (об/об) PJOft 100.0 S8.0 0,085 0,08

СП 4 с 3ft кукурузного 10% 20. յ 27.5 -
экстракта +• автОлиэат 20% 15.0 21J.U -
ПИВНЫХ дрожжей (об/об) 30% 10т5 10.5

барды.
Как известно, в процессе интенсивного роста культуры 11КБ 

продуцируют П|юпионовую и уксусную кислоты |3|, которые снижают 
pH среды. что приводит к вымыванию витамина из клеток и снижению 
скорости накопления биомассы Пономх начиная с 16-18 «I |хкта 11КБ 
тцюнолились периодические кор|к*кти|юнк>т pH • |к՝лы щелочью (обычно 
стерильным 40%-ным раствором \’аОН или 15%-ным Ь'а.СО^); 
Использование \Н.ОН оправдано тем. что снимается необходимость 
стерилизации Как видно из табл. 2. культуры бактерии реагируют на
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указанные основания одинаково, при этом выход витамина В остается в 
пределах 0,2-0.3% на сухой вес биомассы. После добавления 
предшественника (5.6 ДМБ) в течение 48 ч непрерывно подавали 
стерильный воздух. Из табл. 2 видно также, что после внесения 5.6 ДМБ 
на 72 ч роста ПКБ в процессе перехода фактора В в полные корриноиды 
аэрация культуральной жидкости (КЖ) дает положительный эффект.

Таблица 2. Влияние аэрации и способа корректировки pH на накопление 
биомассы и выход витамина В12 у пропионовокислых бактерий

Вариант 
корректировки 

pH

Штаммы Аэрация Выход сырой 
биомассы, г/л

Выход витамина 
В։. . % по СВ 

биомассы

NaOH
10846 без аэрации 31.0

_____Ж
0,36
0.32

10847 без аэранин 
*

25.0
40,0

0.21
0,26

NH։OH
10846 без аэрации 

1
30.4
32,2

0.28 
О.з

10847 без аэрации 
+

32.0
31.5

0.23
0.3

Учитывая значительные энергетические затраты при перемешивании 
КЖ в процессе ее нейтрализации, изучали возможность использования 
продувки углекислым газом.

Таблица 3. Влияние способа перемешивания КЖ на накопление биомассы и 

биосинтез витамина В|3

Способ 
перемешивания

Штамм Выход сырой 
биомассы, г/л

Выход витамина В1Г 
% но СВ биомассы

Механический 10846

10847

30.2

35.0

0.33

0,18

Продувка углекислым 

газом

10846

10847

27.1

31.0

0,35

0,19

Результаты выполненных работ показали (табл. 3). что продувка 
КЖ углекислым газом не влияет на выход биомассы и витамина В,., 
который остается на уровне контроля. При этом уменьшается возможность 
заражения КЖ посторонней микрофлорой и улучшаются анаэробные 
условия.
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ПРИНЦИПЫ МАТЕМАТИЧЕСКОГО МОДЕЛИРОВАНИЯ 
В БИОСИНТЕЗЕ АМИНОКИСЛОТ

А.С. ЗУРАБЯН», Г. Г. МАРДЖАНЯН**, Б.П. КАРЛБЕКОВ*.
М.М. СИМОНЯН**

*НПН "Биотехнология” , 375056, Ереван
'"‘Республиканский Центр депонирования микр/хкш НАН и Министерства 

образования и науки Армении, 3785 i О, г. Абовян

Приложен принцип разработки математических моделей в биотсхиологии с 
целью масштабирования и оти.мижшни биотехнологических itpoiteccon. Предлагается 
модифицированный критерий адскватносги модели 11рзпомоч։«к-п. нрелложешюго 
подхода нодтнерх юна ?кслсримснталы։ы.ми данными

Կեևսատևխնոլոգիական պրոցեսների րնդւայնսան և օւդւրփմիզացիայի համար 
առաջարկված է մաթեմատիկական մոդելների մշակման սկզրունրր կենսատեխնոլոզիայում: 
Մոդեփ հասաս|ատաս|սանւոթյանը առաջադրված է մօդիֆիկացված չափանիշ: IԽաջարկված 
մոտեցման իրավաաււթյունը ապացուցված է փորձնական տվյալներով:

1чи large scale production and opiitnizaiion oi biotechnological processes the piiciplc 
of the mathematical models development tn biotechnology is proposed I be modified crite­
rion for adequacy of model is suggested. Ilie competency of suggested approach is proved by 
experimental data.

Биосинтез аминокислот - математическое моделирование - 
масштабирование биотехнологических процессов

При исследовании процессов биосинтеза аминокислот особое .место 
занимает проблема .масштабирования, то есть нахождения условий, при 
которых возможен непосредственный перенос опытных данных, 
полученных для данной системы, с одного масштаба аппарата на другой.

Процессы, протекающие при биосинтезе аминокислот, отличаются 
исключительной сложностью, гак как на явления мик|Х)биологического 
синтеза накладываются фи hiko-химичсскис явления, связанные с 
переносим вещества и энергии. Сложность усугубляется гем, что 
одновременно протекают процессы как на микроуровне - явления в 
клетках, так и на макроуровне - процессы массе- и теплопередачи, которые 
в свою очередь зависят oi гидродинамической обстановки в аппарате.

Невозможность четкого разделения явлений, одновременно 
происходящих на микро- и макроуровнях, приводит к необходимости 
приближенной оценки влияния различных уронией взаимодействия и 
обуславливает необходимость математического моделирования как наиболее 
действенного метола исследования.

В литературе известно достаточно мною моделей, описывающих 
накопление биомассы |1,2]. Значительно меньше работ, в которых дана 
модель получения продуктов микробиологического синтеза |3|. Основой 
этих моделей, как правило, служит предположение о связи между 
скоростью роста, возрастом культуры и скоростью накопления продукта. 
Эти модели являются по существу форматьными, но достаточно приемлемы 
для просктно - конструкторских расчетов и имитационных исследований.
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Однако формальные уравнения могут сильно различаться по своей 
структуре при примерно одинаковой точности описания ими 
экспериментальных данных. Это приводит к тому, что при определении 
оптимальных режимов масштабного перехода при реализации процесса в 
других гидродинамических условиях и решении других задач модели 
рования, где требуется знание производных от скорости процесса, 
оптимальные режимы могут сильно отличаться в зависимости от структуры 
(вида) модели, хотя исходные уравнения могут приблизительно одинаково 
описывать экспериментальные данные.

Вышсотмсчснное определяет главный принцип разработки 
формальной математической модели в биосинтезе аминокислот, 
заключающийся в том,что основу его составляет задача выявления 
корректной структуры (вида) формального описания, позволяющей 
имитировать как качественные, так и количественные закономерности 
процесса.

Таким образом, при разработке математических хюдслей биосинтеза 
аминокислот е целью оптимизации процесса и его масштабирования 
предпочтение следует отдавать моделям, структура (вид) которых близка 
к кинетическим особенностям процесса в ущерб точности описания ими 
экспериментальных данных. Критерии же адекватности описания, в 
отличие от извес тной зависимости, характеризующей точное и. описания 
моделью экспери мента

где у’ и у.₽ - соответственно экспериментальное и расчетное значения 
искомой функции в ։-ой точке сравнения. .V количество точек сравнения. 

При разработке таких моделей критерий адекватности представляется 
в виде:

1 <
(2)

где - соответственно жспсримснтальнос и расчетное

значения производной функции в ։-ой гонке сравнения.
Учитывая, как было отмечено выше, невозможность четкого 

разделения явлении, одновременно И|хпскаю1ппх в процессах биосинтеза 
аминокислот, и. как следствие, ново ։х։ожнос । ь априорного 
постулирования структуры модели, представляется целесообразной оценка 
структуры гипотетической модели в рассматриваемой области протекания 
процесса на основе статистической оценки характера свя ш меж.тх входными 
параметрами, что особенно важно при данном подходе, возможными 
сочетаниями функциональных блоков входных параметров (ФБВП) и 
выходными параметрами п|юцссса.

Мера линейной зависимости между случайными величинами 
оценивается значением парной корреляции, которая численно равна
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ковариации двух нормщюванных переменных для стационарного ансамбля:

(3)

2 
хгде &

^у =

X, У -векторы случайных

величин X и У. между которыми оценивается наличие связи; Е(Х)- 
математическое ожидание вектора х-

Для оценки структуры модели по выражению (3) необходимо прежде 
всего выделить векторы X (входные параметры и функциональные блоки 
входных параметров) и У (выходные параметры) процесса. При этом 
представляется целесообразным из всех возможных ФБВП на основе 
экспертной оценки выбрать тс из них, которые имеют определенное 
теоретическое обоснование.

Далее на основе полученной матрицы значений парных корреляций 
составляется знаковая модель процесса, представленная системен ди<|х|)е- 
ренциальных уравнений. правая часть которых дана в виде ряда Гейлора 
от входных параметра и ФБВП.

Приведенные выше положения были взяты за основу при разработке 
математической модели процесса биосинтеза Ь-пролина изолейцинза- 
висимыми мутантами.

Поскольку полное описание процессов микробиологического 
синтеза, кроме раскрытия кинетики накопления биомассы, должно также 
включать описание закономерностей потребления компонентов питательной 
среды и выделения продуктов метаболизма, го в качестве базовой модели 
были выбраны уравнения Марра (5) для описания утилизации компонентов 
среды и Людски ига (4) для описания накопления продуктов метаболизма: 

6։
1 ■

СЙ / ей у О)
<*СР

. СЙ

где С., С и С(, - соответственно кончен ।рации биомассы ыого компонента 
питательной среды л продукта метаболизма

Проведенные ранее исследования показали, что определяющими 
входными параметрами процесса при заданном диапазоне изменения pH 
среды и температуре ферментации являются концентрации компонентов в 
исходной питательно։։ среде.

Кроме того, для процессов аэробной (|к?рментаиии одним из важ­
нейших факторов, определяющих ход процесса, служит количество 
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растворенного кислорода В соответствии с этим в качестве входных 
параметров модели рассматривались концентр шип компонентов исходной 
питательной среды (изолейпинз -С։г. г/л. сахара - С.' т/л. азота - С,, г/ 
л), скорость растворения кислорода - (х. г/л час) и ФБВП. составленные 
на их основе. В качестве выходных параметров были выбраны скорость 
(юста биомассы (<1С։/сП), скорость утилизации энергетического субстрата 
сахари -(бС։Д1и и скорость накопления I пролина и культуральной 
жидкости (дС./бо

Результаты корреляционного анализа позволили сделан, следующие 
предложения о структуре модели;

где формальный параметр ։п рассматривается как оценочное значение 
величины (С/У) в оптимальной области. Выражение

— - пт, =0. (6)
V

преобразованное к виду 

показывает, что размерность формального параметра гц, выражается и 
единицах времени (час). Это позволяет, имея в виду известную зависимость 
скорости растворения кислорода

<К\ / • \
у = * " К।,п(С0. - €0։). (К)

где К։ а - массообмснныс характеристики, предположить наличие связи.

т»в7^—* (9) 
К։ а

С учетом лого выражения и добавлением некоторых констант, 
обеспечивающих математическую корректность ешиси. математическая
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модель для нго рассматриваемого штамма-продуцента Ь-пролина 
постулируется в виде;

ас, 
(1!

с1С2
V------- -

ей

СХ(О) = СХ«; С/О)^; СР(О) = О, (II)

|дс у. т), |\. Ь . Ь;. п (к=1 -5) - параметры модели, подлежащие оцениванию.
Оценка параметре!, модели проводилась минимизацией квадратичной 

формы, характеризующей степень совпадения результатов модельных 
расчетов и экспсримеэгтальных данных

Средняя относительная ошибка описания моделью эксперимен­
тальных данных составляет 8%. что соизмеримо с уровнем эксперимен­
тальных ошибок.

Кроме того, интегрирование уравнения роста биомассы показывает, 
что продолжительность экспоненциальной фазы роста составляет 
приблизительно 6 часов, что соответствует опыту, а в|юмя генерации клеток 
в этой (разе (начальная концентрация биомассы равна 0.15 г/л) составляет 
60 - 70 мин, ’по также экспериментально подтверждается.

Математическая модель процесса была получена па основании 
колбочных ферментаций Поэтому для подтверждения правомочности 
выводов, вытекающих из анализа модели, была проверена ее 
“работоспособность" в другом (идродинамичсском режиме на лабораторном 
ферментаторе (емкость-Юл. объем накоплена я-7л. скорость оборотов 
мешалки-1000 1/мин. подача воздуха-1.11 ( равнение рассчитанных по 
модели кривых и соответствующих им экспериментальных точек показало 
достаточную точность описания моделью процесса биосинтеза I пролина.

Полученная знаковая модель была апробирована для описания 
процесса биосинтеза I -валина и доказала свою “работоспособность”. что
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подтверждает объективный характер полученной модели и правомочность 
предложенного подхода к математическому моделированию в биосинтезе 
аминокислот.
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ВЛИЯНИЕ ИОНОВ Ее1’ И Fe3* ПА РОСТ И ОКИСЛИТЕЛЬНУЮ 
АКТИВНОСТЬ SULFO BACILLUS THERMOSUI.F1DOOXIDANS

Н.С. ВАРТАНЯН

Институт микробиологии НАН и Республиканский центр депонирования микробов 
НАН и Министерства образования и науки Армении, 378510. г. Абовяк

Показано, что огггимальными для роста SuifobaciHus thcmiosuifidoaxidant лп .41 и 
окислен ня FcJ‘ янляются исходные его концентрации от 105.1 ,ю 205.ЗмМ При более 
пысоких концентрациях 1ч-’ наблюдалась задержка роста н окисления 1е;‘. Ионы 
трехвалентного железа ингибируки рост бактерии и окисление 1е‘‘. При этом 
уяеличииастся константа насыщения (KJ. Следовательно, ингибирование носит 
конкурентный характер. Константа ингибирования (К > с<к.-п>к.тяст 12.2 -14.7мМ Ге ՜.

Ցույց է տրված, որ SulfobuciHus IhemwsuMdoGxidpns 41 շւոամի աճի և երկարի 
օքսիդացման հաճար օպտիմալ են հանդիսանում Ге:‘ф 105,3 - 205,3 մՍ սկզբնական 
կոնցենտրացիաները: Fc:' իոնների ավելի մեծ քանակության դեպյ>ում նկատվել է 
բակտերիաների աճի ե Fe7֊ օքսիդսւցմաէւ դանդադեցում: Աոարժեր երկաթի իոնները 
սւթգելակուճ են բակտերիաների աճը և F<?:* օքսիդացումը, ընդ որում այդ դեպքում մեծանում 
է հագեցման հաստատունը (КД Հետևաբար, արգելակումը կրում է մրցակցային բնույթ 
Արգելակման հաստատունը (K) կագմեւ է 12,2 14.7 AU Fe’՜

Ուշ optimal concentrations lor growth of Sul/obncillux thcmoiuipdoMidanx-A} ami 
iron oxidahon with initial concentrations of Fc:‘ in limits (05.3 205,3 m.M have been 
revea(c<t.l>xiv.'L<e of growth and iron oxidation of bacteria at high co nee n I rations olle:* was 
observed. 1Ъс Fc?’ ions inhibited the growth and J'c:՜ oxidation of bacteria, so tn that case 
Ihe constant of saturation (Kj increased. Consequently, the nihibiiion was eonijx.-t-.tivc. 
I he constant of inhibition (K ) was 12.2 - 14.7 m.M Ie' ,
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Сулъфобациллы - окисление железа - конкурентное ингибирование

Ионы двухвалентного и трехвалентного железа в большинстве случаев 
являются обязательными компонентами выщелачивающего раствора [I]. 
Влиянием этих ионон на рост и окислительную активность ПбоЬасШиз 
беггаох1(!ап5 во многом определяется эффективность бактериального 
выщелачивания металлов [6,8,91.

Нами из сульфидных месторождений Армении выделена и описана 
новая термоацидофильпая серо- и желсзоокисляюшая бактерия $и1/Ь.ЬасШиз 
1кегто.чи1/՝н!оо.х1(!ап8 зиЬхр. аярого^епеч |2,3[. Изучение зависимости скорости 
роста и окислительной активности .^.1ке1Ч)юзи1/^оох1бапящ՝мо^\>етде:\ особую 
важность в связи с их использованием в процессах выщелачивания металлов 
из руд и отвалов. Целью наших исследований являлась количественная 
опенка этой зависимости.

Материал и .методика. Объектом исхледбналия служил пп 41 нйлсленной и описании?։ 
гсрмоаиилофилы<пн серо- и же.1сзоокис.1икиией бактерии ЗлЬеппохифдоахМапх, гичпелтей и 
каталог микроорганизмом РЦДМ иод номером В-6984 [3]

Бактерии выращивали на среде, содержащей (г/л) (ЫН.1.50,- 0,5; М.чС1 - 0.3; Ме$О. 
0,5: КН.РО, - 0.2. В качестве источника энергии использовали двухвалентное железо. К 

среде добавляли также дрожжевой экстрах। в коиисиграиип О.ОЗГг. Опыты проводили в 
конических 250 мл колбах, наполненных 50 мл средн Ку.1ътишцх։в<1иис осушесинялн при 
45-5()"н режиме встряхивания 180 об/мин Колнчсстпо >:лс:ок определяли меюдом предельных 
разделении. число жизнеспособных клеток-по таблице Мак Крели |4| Коне։.ину насыщения 
(Кт) определили (рафическя но Лайнуивсру-Бдрку, константу ншибироулни • по формуле 

железо KOMHaeKco.MCTpspiecKH трнлояом Г» [7|

Результаты и обсуждение. Рос: S.ihenHOsid/idooxidaHS и окисление 
двухвалентного железа зависят от концентрации вереде ионон Fe:* и Fe-”. 
Ниже приводится количественная оценка пой зависимости

Как видно из данных, приведенных в табл.1. оптимальными для 
роста бактерии и окисления Fe-՛՛ являются его исходные концентрации. 
105,3 и 205,3 мМ. Скорости |юста (р_и.) и окисления Fe” (V. J при этих 
концентрациях были максимальными - 0.42; 0,32 час՜1 и 6.2; 6.1 мМ час 1 
Fc: соответственно. При более высоких концентрациях Fe” наблюдались 
замедление роста и окисления двухвалентного железа. Так. при исходных 
концентрациях 346,4 и 441.1 мМ Fe2, удельная скорость роста бактерии 
снижалась в 1,4 и 5,5 раза. а скорость окисления Fe” в 1,3 и 1.7 раза 
соответственно При концентрации Fe” 37,5 мМ удельная скорость роста 
бактерии была близка к максимальной, однако скорость окисления Fc: 
составляла 285? от активности, наблюдаемой при его оптимальной 
концентрации. Следовательно, при низких концентрациях Fe՛ его 
окисление лимитируется по субстрату.

Трехвален । нос железо является продуктом бактериальною окисления 
Fe” и в зависимости от его концентрации накапливается вереде. Поэтому 
выясни н. влияние исходных концентраций Fe на рост бактерии и 
окисление Fe’՛ можно лишь в первые часы, когда Fe- образуется в
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минимальных количествах. В наших экспериментах это соответствовало 
периоду с 10 до 17 час.

Таблица 1. Количественные характеристики роста S.thermosulftdooxidans subs, 
asporogenes urr.41 при различных исходных концентрациях Fc1* (pH 1.7, t~50’)

Концентрации 
Fc”, мМ

Удельная 
скорость роста, 

(н™). ։»с‘

Скорость 
окисления, 

iVgtt։). мМ час1

Время 
iviicpaiiiiH, 

(g) час
37,5 0,34 1.8 2,0
105,3 0.42 6.2 1.65
205.3 0.35 6,1 1.98
346.4 0.29 2.4
441.1 0.076 3.7 _______ 9,1

При повышенных концентра-циях Fc” наблюдалось замедление роста 
бактерий и окисления Fc:". Оно выражалось в снижении удельной скорости 
роста, скорости окисления Fe2‘ (табл.2). Причем степень ингибирования 
роста бактерий и окисления Fc” повышалась с увеличением исходной

Габлнца 2. Рост S.thermosulftdooxidans subs. asporogenes нгт.41 и окисление Ес: 
при различных исходных концентрациях Ее5’ (pH 1.8. t=50“, Fc’ • 69,4 мМ)

Исходная Уделышя скорость Скорость окислен нм
концентрация 1с”, мМ роста. (in։ej час 1 Ie”, (Vrtx) мМ час 1

2,0 0,35 6.28
6.5 0,31 6.00
21.9 0.27 5.43
39.8 0.19 3.43

_________ ______________
0,19 1.86

концентрации Ре5’.
Изучение кинетических пара­

метров окисления Ее2’ показало, что 
при наличии в среде ионов Ее5 
увеличивается значение константы 
насыщения (К.ш). Так. величина КП1 
составляла 1.2 мМ Ее2' в отсутствие Ее” 
и 2,56 и 3,45 мМ Ре2՜ при исходном 
содержании 13,4 и 26,8 мМ Ес1՜ 
соответственно (рис.1). Ионы Ге” в 
изученных концентрациях конкурентно 
ингибировали окисление Ес2՜. 
Константа ингибирования равнялась 
12,2 - 14,7 мМ Ес”.

Рис. 1. Графическое определение 
константы насыщения (Кв) в 
отсутствие (1) и в присутствии Fos'(2) 
по Лайнуиверу-Бэрку.
1-К, ЗЗ.ЗмМ Fe1*, 2-Кп 55.5мМ Fe” 
К=44,б-49,1мМ Fe’*.
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БИОКОНВЕРСИЯ ОБРЕЗКОВ ВИНОГРАДНОЙ ЛОЗЫ В БЕЛОК 
КУЛЬТУРАМИ TR1CHODERMA REESE1

И ДРОЖЖЕЙ

А.В. ГАСПАРЯН, М.А. КИНОСЯН
Республиканский центр депонирования микробов НАН и 

Министерства образования и науки РА. 378510, г. Абаем

Проведен ферментативный гидролиз целлюлозы обрезков ihihoi радной 
лозы с помощью культур Trichoderma reesei. Выявлено, что и полученных 
ферментативных гидролизатах из сахаров в основном образуются глюкоза, 
целлобиоза, ксилоз։!, а также арабиноз;։, раффиноза. уроповыс кислоты, 
что позволяет ис:юльзонан. эти гидролизаты для выращивания кои юзо- и 
цсллобнозоусваипающих дрожжей. Изучена возможность обогащения 
обрезков винограда микробным белком смешанными культурами Tr.reesei и 
дрожжей в условиях твердофазной ферментации.

Կատարվել է խաղողի վազի էտված ճյուղերի ֆերմենսաւլին հիդրոլիզ 77. reesei 
կուլտուրաների միջոցով Բսւցահայտվև| է. ոլւ ստացված ֆերմենւոային հիղրոլիզատներում 
շաքարներից հիմնականում առաջանում են գլյուկոզ. ցելոբիո-q քսիլող. ինչպես նաև 
արաբինոզ, ոաֆինոզ.ուրոնաթբուներ, որը թույլ է տալիս ապ հխլրպիզաւոներլ։ օգտագործել 
ըսիլող և ցելոբիոզ յուրացնող շաքարասնկերի աճեցման համար Ո։ււումնասիրվել է խաղողի 
էտված ճյուղերի ման|ւԱսյինսսՓտակուցով հարստացման հնարավորությունը պինդֆատսյին 
ֆերմենտացիայի պայմաններում Tr.reesei-\i և շաքարասնկերի խառը կուլտուրաներով:

I lie enzymatic hydrolysis of grape branches by cultures of 1'r.reesei was earned on։. 
In obialncd enzymatic hydrolyzates mainly were tormed glwcosc. cellobiose, xylose, as well 
as arabinose. i-.ifTinosc. uronic acids, which permitted io use such hydrolyzates lorgiowlh of 
xylose and cellobiose ulilizhig yeasts. Ilie possibility ot enriching the grape branches with 
microbic pnucin undcrconditiojcsofsolid-sutelrate fermentation w;th mixed cultures պ Ir.rveici 
and yeasts has been s'kidied.

Обрезки виноградной лазы - ферментативный гидролиз - Trichnderma reese.

198



БИОКОНВЕРСИЯ ОБРЕЗКОВ ВИНОГРАДНОЙ ЛОЗЫ

Биоконверсия растительных остатков, обогащение их белком л использование в качестве корма для животных предетавляеч большой практический интерес и является перспективным направлением в биотехнологии [3,6,10].Из сельскохозяйственных целлюлозолигниновых отходов характерными для Армении являются виноградные обрезки, имеющие следующий химический состав, %՝, целлюлоза - 30-32, липши - 14,0, экстрактивные вещества - 15.0 |8|. Эти данные свидетельствуют, что субстрат благоприятен для биоконверсии в бедок.Для обогащения растительного сырья белком разработаны и разрабатываются различные технологии. С этой целью используются мнкромицеты, особенно культуры Tr.reesei, обладающие целлюлазным комплексом и способные гидратизевать полимеры растительных субстратов до мономерных соединений [3,8.11.13]. При ферментативном гидролизе растительного сырья грибом Tr.reesci создаются благоприятные условия для выращивания дрожжей как на ферментативных i ил|юлизатах. так и при совместном их выращивании глубинной и твердофазной фермен тацией <Т«Т>) (2,3,6,8].Целью данной работы явилось получение ферментативных гидроли- зэтов виноградных обрезков с помощью Tr.recsei для выращивания ксилозо- и целлобиозоусваивающих дрожжей, а также изучение возможности обогащения микробным белком обрезков виноградной лозы смешанными культурами Tr.reesci и указанных дрожжей в условиях твердофазной ферментации.
Материал и методика. Объектами исс.тедоиапия с г.'.+.идг лм.мы культур Tr.reesei 

ИНМИЛ 10060, 10.180 и 10206 - продуценты nc.i.ixv»omj։ ։<’»сскнх ферментои, а также дрожжи 
рода Candido изколлекции культур Республиканского цен.ра дсио1гир։жа:тии микробов НАН 
и Министерства обррзовалия и науки РА (РЦДМ) и условным h.jKjjuimom инмнд

Для выращивания грибных культур нсно.чьтоватась срела Чапека - Докса следующего 
состава. %: (NH.).SO,- 03. КС1 0.05; Mg$O.'7H.O - 0.05: КН,К), 0.1. hcSO, - 0.001; 
кукурузный экстракт -0,5; целлюлоза (предварительно обработанные щелочью иамелистише 
втшотрадныс обрезки) - .5 2,0; pH 5.3. Культивщюштнис и|х>яолн.кк ь и конических колбах 
гаркххгьК) 500мл, содержащих 75 мл среды па качалках (200 250об/мин) при >0 Н качестве 
посевною материала испод ют пал ис ь 7-суточные культуры ir.ree.wi. выращенные на среде е 
0,05% 2-диоксиглюкозы. На одну колбу исналютпзлся посевной .материал с одного косяка

Источником пс.тлкяки служил фильтр.тг куч.турх'н пои жидкости (КЖ) Tr.reesci
Целлюлолитическая активность определялась общепринятыми методами [1,4.12] За 

единицу С։Аактивности (эюо-целло&ипгидролазцой или *к:ю-1.4 р-глюкана пни։ активности) 
принималось такое количества фермента, кою|х:с в принятых условиях. (pH 4.7 5,0, 50*. 50 мл 
фильтровальной бумаги) катализирует образование I мкмоль РВ но : тюКозе j.i 1 мин. За 
с.тинипуС։А.тк1инн<к1В iзкзо-1.1-|l i нчклнззнойЩ.1ИНПОС и.՛ принимается такое количество 
фермента, которое в принятых у*. ювиях (pH 4.7-5.0; 5«)’; 0,8% N.i-KMIli катализирует 
образование J мкмоль РВ по глюкозе за I мин.

В качестве раснпелы1ого субстрата при ферментативном превращении использовались 
обрезки виноградной лозы, лзмельчеял щ и лабораторных условиях

Редуцирующие вещества (РВ) по inoxo-.e определялись .методом Шомодьи-Нел ютил 
[14], ц также методом хроматографии па бумаге с мспо.тькжлнисм как качественных, так и 
количественных методов определения разных слх։։роп. Колнчес во глюкозы определялось 
। 'юкотоокендазным методом

Общий азот определялся метолом Кьетадхтя (11
Опыты по прслеинизапин обрезков винсирл.ча в ус кчитях твер.чофл июй фермс.чгании 

в стйцяриарном слое проводили в конических ко.тбах объемом 2(х) мл с 2. 5 и 10 1л обрсЗкон, 
увлажненных до 80 % ниппельной средой следующего состава, %: (NH,|.SO,-6.?՝1 КН.НО, 
0,12; MgS0/7H,O - О.СХх СаС! 2Н 0-0,01; Mad 0.01; pH 5,2-5.> I IdccBiloft млтерщы дрожжей 
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готовили пи среде тою же состава, но с глюкозой (1%) и дрожженмм экстрастом (0,5%). 
Дрожжи выращивали в колбах на качалках в течение 13 ч до полного расход глюкозы и вносили 
и количестве 2 мл на каждую колбу для 1Ф Культуру Тг ксяа выращивали в глубинных условиях 
в течение 3 суток и вносили в количестве 1 ш вместе с дрожжами на каждую колбу. 
Продолжисс.т|.1։<к,т։. ТФ - 15-20 суток с периодическим перемешиванием.

После ГФ получаемый продукт высушивался. анализировался на содержанке белка 
или сырого протеина. Сырой протеин определялся метолом Кьельдаля после извлечения 
неорганического азота 0.5 М I ХУ.

Результаты и обсуждение. Данные, представленные в табл.1, показывают, что изученные штаммы Tr.ree.sei характеризуются комплексом целлюлаз.Отобранные штаммы Тггс.схсй обладают разной целлюлолитической активностью. Согласно литературным данным (5.7,111. биосинтез целлюлаз у микроорганизмов зависит от состава питательной среды и условий культивирования. Так, максимальное образование целлюлаз на разных средах для штаммов грибов родов Гг'кНос^егта. Азрег%Н1и$, РстсНГшт, 
Асгетопшт, АнгеоЬамсНит. 11ит1со!а. СбаеМпиит, РИота в среднем составляет: С.А - 0.5-31 сд/мл. а СдА - 0.2-50 сд/мл КЖ.

Таблица 1. Биосинтез целлюлаз штаммами Tr.ree.sei в динамике роста

№ штаммов Время кулыквмрелкшия. суг
Tr.reesci 7 10

но ПНМИА целлюлолитическая активность. ед/мл КЖ
СА С'А С А С\А

10060 0,5 2.3 0.1 1.0
101X0 1.2 3,6 1.6 4.5
10206 1 26 5.5 3.2 ’.5Штамм 10060 на указанной среде продуцирует в основном С։А фермент, максимальный выход которого составляет 2, 3 сд/мл после 7 суток культивирования. Дальнейшее культивирование продуцента приводит к инактивации фермента. Максимальный выход целлюлаз у штаммов 10180 и 10206 отмечается в течение 10 суток культивщювания и составляет. С А-1,6 и 3.2 сд/мл. а С А 5,5 и 7,5 сд/мл КЖ соответственно.Максимальная каталитическая активность целлюлаз указанных штаммов и роя в |яется при pH 4,7 5.0 и температуре 50-55°.Результаты исследования <(>срмснтати иного гидролиза виноградных обрезков с помощью целлюлаз культур Tr.reesci показали, что максимальное накопление РВ в ({юрмснтативном гидролизате происходит за 6 ч гидролиза. Продолжение ni.ii>o iii >а до 24 ч приводи։ к незначительному увеличению РВ (табл .2).

Габлица 2. Образование РВ при ферментативном гидролизе виноградных обрезков 
целлюлазами Tr.reesci {условия: 2г субстрата; 20 мл КЖ

(2,5 сд/мл Сг\ я 7,0 сд/мл С\Л); 50՞; качалка 150 об/мин|

Время ՛ Общее количество
гидролиза, ч РВ. mi /мл

Исходное S.0
? 20,1

50.4
6 60.6
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Ферментативный гидролиз виноградных обрезков целлюлазами 
Тг.геезе! обуславливает накопление в ферментативном гидролизате РВ в количестве 68,2 мг/мл, т.с. в концентрации более 30% по сухому весу, из которого на долю глюкозы приходится 37,5 мг/мл.Содержание РВ в ферментативных гидролизатах виноградных обрезков представлено в габл.З,

РВ. %

Таблица 3. Характеристика ферментативных гидролизатов обрезков виноградной
лозы

глюкоза целлобиоза >хитотп арабиноза раффиноза уроновыс 
кислоты

55,4 22.5 8 7 5.1 2.0

Методом хроматографии на бумаге выявлено, что в ферментативных гидролизатах виноградных обрезков из РВ образуются глюкоза, целлобиоза, ксилоза, а также арабиноза. раффиноза, уроновыс кислоты, что создаст благоприятную среду для выращивания ксилозо- и цсллобиозоус впивающих дрожжей с целью получения кормового белка. Ферментативные гидролизаты можно использовать как источник углерода в питательной среде, а также как отдельную среду, так как ь них содержится источник азота.Обогащение микробным белком виноградных обрезков культурами дрожжей и Tr.reesei н условиях Т<1> выявило, что в получаемом продукте происходит увеличение сырого протеина в 2-3 раза, по сравнению с исходным субстратом (табл.4).
Таблица 4. Увеличение количества общего изо га и сырого протеина в 

стационарном слое виноградных обрезков после рос։a Tr.reesei и дрожжей Candida 
в условиях ГФ [условия: 30'; 20 суток; периодическое перемешивание!

Субстрат, 
количество. %

Сырой 
J|[!<HCHH,%

Общин
11.101.Cf/

Контроль (обрезки.1 10.6 1.7
с. 35.25 5,ъ4
5 30,31 4,85
И) 20.25 3,24

Таким образом, обогащенные микробным белком вино։ радныс обрезки могут быть использованы в качестве кормового продукта в животноводстве.
ЛИТЕРАТУРА1 Великая Е.И., Суходол В.Ф. Лабораторный практикум по курсу общей технологии бродильных производств. 310, М., 1983.
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БИОСИНТЕЗ АНТРАХИНОНОВ В КЛЛЛУСНОЙ КУЛЬТУРЕ 
RUBIA TINCTORUM Լ.

М.К. МКРТУМЯН. Ю.Г.ПОПОВ, Е.Н. ЩЕРБАКОВА, А.Г.ПАНОСЯН, 
И.II. КУЗОВКИ) IA

Ереванский государственный университет, кафедра чикробинюгии и физиологии 
рае тени й, J 7504 9

Получена клялуснпя культура млрсны криситыгой (Ruhia tinctorjm Լ.) 11и,избрана 
среда.обеспечивающая хороший рост гкани к синтез вторичных мстпбошпоп in vitro. 
Проведенный качественный анализ антрахинонов в зкегрлктдх кхшусной тканимарены 
с помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии Н1ЭЖХ) показа i 
сопоставимость спектра вторичных метабол и гоя, сите ..։руемых in \ип> кетусной 
тканью, с составом антрахинонов корней и корнсвиш целого растении

Ստացված է տորոնի Rubio tindorum l. կալլուսափն կայտարան. Ընտրված է 
սննղամիջավայր, որն ապահովում է հյուսվածքային կուլտուրայի համեմատաբար յավ աճ և 
երկրորդային մետաբոփտների սինթեզ in vitro պայմաններում էևսրձր ՚ իս1|ա|ւվա|»յամբ 
հեղուկային քրոմևւտոգրաֆիայի օգնությամբ տորոնի կայլուսայխւ հյոււվածքի 
էքստրակտներում որոշված անտրախինոնների որակական անայիզր ցույց տվեց, որ 
կայլուսային հյուսվածքի կողմից սինբեզված երկրորդային մԵւոարոլիւոնԵրի սպեկտրը 
համընկնում է ամբողջական բույսի արմատների I. արմատիկների այտրախիսւ՚.ն(:ե|փ կազմի 
հետ:

The callus culture of madder (Rubio tinctwum !..} was ohi.iined he nutrient me­
dium Гог tissue growth nnd&condaiy metabolites synthesis in vitro was ctaboratod. I he IIPLC 
chromatograms of extracts obtained from the madder callus tissue possessed '.he similar peaks 
of anthraquinones with the same retention time as in the extracts from the iwn and rhizomes 
of intact plant.

Rubia tiiiciorum - камусная культура - антрахиноны

Необеспеченность фармацсиги ческой промышленное nt естественным 
сырьем приводит к целесообразности произволеtна последнего 
биотехнологическим способом. Способность изолированных культур 
растений сохранят։, биосинтетические особенности интактных растений 
даст основание считать их потенциальным источником для получения 
пенных натуральных соединений. Использование изолированных тканей 
и клеток растений в качестве источника сырья для ирон твиде та ценных 
Препаратов не всегда оказывается действительно |к՝нтабельным [2.7]. Это 
связано с некоторыми особенностями культивируемых клеток. Как 
Правило, исходным материалом для получения культуры клеток являются 
активно пратифсрирутис ткани 111. а источником биологически активных 
веществ in vivo - запасающие органы; кроме того, деление клеток в культуре 
и вторичный метаболизм разделены но времени |11|. В большей части 
изученных штаммов изолированных клеток лекарственных растений 
содержание биологически активных веществ оказывается на порядок ниже, 
чем в интактных растениях |4]. Хотя некоторые культуры в условиях in 
vitro продуцируют повышенные количества вторичных соединений.
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Рис.1. (1) Ализарин R-OH, 
R' Н; (2)руберетриновзк кислота 
R 0-prlmeverosc, R'-H; (3) 
пурпурин R R' ОН.

(например, апоскополамин содержится в больших количествах в экстрактах 
из культур некоторых Datura spp ), in vivo этот алкалоид присутствует лишь 
в следовых количествах [5|. И.Н. КузовкиноЙ в Институте физиологии 
растений РАН также был получен штамм клеток руты душистой, 
содержащей в 20 раз больше алкалоида рутакридона. чем интактное 
растение [3].

Марена красильная (Ritbia tinctontm) - многолетнее лекарственное 
растение (сем. Rubiaceae}, корни и корневища которого содержат 
антрахиноны и их производные. Антрахиноны - обширная группа (более 
200 представителей) встречающихся в природе хинонов |6|. Особенно 
широко они нрслставлсны веем. Rubiaceae |10|. Корни марены красильной 
издревле используются в текстильной промышленности (как красители) 
и в фармации (как слабительное средство). Лечебные свойства корней 
обусловлены наличием ализарин® (I) - 1.2 дигидроксиантрахинона, его 
гликозида-руберитриновой кислоты (2) и пурпурина (3), которые обладают 
диуретическими, спазмолитическими и слабительными свойсгвами (рис.1).

Препараты марены красильной способ­
ствуют разрыхлении» мочевых конкрементов, 
содержащих фосфаты кальция и магния. Ру- 
беритриновая кислота, закисляя мочу, спо­
собствует растворению также оксалатов. Али­
зарин, как основной компонент экстрактов 
из корней и корневищ марены красильной, 
может быть использован как индикатор для 
оценки продукции антрахиноновых метабо­
литов в культивируемых клетках марены 
красильной.

.Материал и методика К.ч i jycuym ку n.iypy м.чрпни пгпучп'ш ю эксп.чзнтов тистопого 
и стеблевого происхожчелия на среде Мурзе иге и Скуча (НС). Модификацией питательной 
среды удалось добиться <яносиныьио хорошего роста и повлиять на эффективность синтеза 
нелепого продукта. Полученные каллусы ярко-оранжевого цвета, inioi.ia с крас лопаты ми 
участками, на свету зеленели и имели плотную консистенцию. Псцдержанис культуры в 
состоянии непрерывного роста обеспечклалось рсчулярным (каждые 4 педели) пассированием 
на среде МС, содержащей (мг/.мл) БА11 I, кинетин 1. I К 0.2. И) К 0,5 при температуре 26' 
в темноте. Поскольку искомые вешестнл л данном случае окрашены, го пассирование 
сопровождалось выбором наиболее интенсивно окрашенных учлегкон. Культивирование 
каллусов марены ведется более го :а.

Экстракты антрахинонов из лиофильно высушенного материала провошсчасч. метанолом 
(0,2 1՛ материала-трехкратная экстракция 10 мл метанола на ультра шуковой бане в течение 30 
мин). Объединенный экстракт фильтровали и доводили мечанолом ю ЮС мл Koiincirrpaumo 
суммарного антрахинона в каллус ной ткани, а также в корнях и корневищах ин чакч ночи растения 
марены определяли по калибровочной кривой, построенной для общепринятого стандарта 
атрэхинонов-алиэарииапри пине волны 425 нм на речнстрирующемспсктрофотамецх» Spccotd 
М40(Ка։1 Zeiss). Вычисленный но >:;ьт Ибра веч ччой кривой малярный ко >ффи‘чиен: «кстинкяни 
составлял 4293, что сопоставимо с литературными данными [х| Тонкослойную хроматографию 
(ТСХ) проводили на пластинках Siiufol UV 254. Разделение г. чинком слое 1х.ущесгвли.ти в 
системах раствори! елей хлороформ-уксусная кие лага 9 J.

Хрома։о!р.т||>ичсски11 анализ (ВЭЖХ) метанольных экстрактов ка: ։усной ткани марены 
проводили на высокоэффективном жидкостном хроматографе (Beckman). состоящем из двух 
насосов НОВ. инжектора 211)А. программатора градиента 406 и УФ-дсгскгорл. Условия 
хроматографирования: колонка 250x4мм с фазой Лрмсфср-С8, элюция антрахчгноноя 
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ацетонитрилом п врт.у1ствии 4%-нои уксусной кгинтгн (трл-тиент ог |п ю дот. скорое։։» 
элюпмн-О,$мл/мнн. дотскшш .нпрпштонп? при 2-9) нм скорост бумаг»! на репктрирумшем 
самописце 5 мм/мин) В качестве стзгспртаби •» негю кзомиа смесь липарит и пурпурина 
(Sigma). В колонку вносили по 80 мкт метанольных >кстрактпа ра л^мпспных » 10 раз

Результаты и обсуждение Лнг|ы.\иноны относятся к числу вторич­
ных метаболитов, образование которых в растениях не связано с образо­
ванием специализированных тканевых структур Они юкали туются в
ОСНОВНОМ В ПарСНХИМНЫХ КЛСТКаХ КОрЫ И КорНСВШИ. а П1КЖС НПО! ла и в 
стеблевой коре растений 2>тим можно объяснить юг фак։, что недиф­
ференцированно растущие клетки и ткани ряда растении, особенно 
растений сем. Rubiaccac. сохраняют способность к обраюнанию антрахи­
нонов при Культивировании in vitro |9| При пролонгировапном культи 
вированни (8 недель) каллусная тк.шь приобретала тсмно-виитсвый 
оттенок вследствие накопления носителей, которые при оо ice и и тельном 
культивировании диффундировали в питательную ере ху Содержание
суммарного антрахинона в 4 не ю ьнои кал пеной культуре и в корнях 
ЙН^ЦКТНОГО растения. определенное спс> ՛ ՛ i ч to
соответственно 49.КО и 39.05 мг/t сухого веса

Тонкослойная хрома ни рафия 
(ТСХ) метанольных экстрактов в 
сравнении с чистым веществом 
показала идентичность их х|хзмзто- 
графичсского повеления. Непо­
средственное сравнение значений R։՜ 
чистого вещества с ИГ ализарина из 
экстрактов каллусной ткани, 
корней и корневищ целого растения 
подтвердило присутствие послед­
него в каллусной ткани марены 
(рис.2).

Первые результаты хромато- 
графивеского аналих։ экстрактов 
каллусной ткани марены на ВЭЖ\ 
также показали наличие ат и мринз- 
главпого компонент.! антрахинонов 
корней и корневищ целого растения: 
ализарин ИЗ ЭКСТРАКТОР ка,Ч1\с»ЮЙ 
ткани имел такие же шачсния 

Рис 2 Тонкослойная хроматография 
экстрактов из каллусной тхами, коркой и 
корнопищ мнтлггиого П»г гпння мароны 
красильной АС-эли шрин ։ экстракт 
«лллусир0 рани. 2 э«< тра«т иэ«пр»н»й И 
корневищ интактного рлстпнии.

времени удерживания во всех тртх
пробах, что и ализарин в стандартном распицх (рис..՝).

Хроматог|)пммл показывает сопос։иним<х.гь качественного состава 
антрахинонов интактного растения с составом ашрахшюнив. и тлеченных 
из каллусной ткани марены. Остальные компоненты жстрактов за 
(этсугстпием меппкои нс были идентифицированы.
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Рис. 3. ВЭЖХ суммарных ухстрактоз антрахинонов из каллусной ткани, корней и корневищ 
интахтн։хо растения мароны красильной. 1 - кзллуензя культура марены, 2 - стандартный раствор- 
см«сь ализарина и пурпурина. 3 - корни и корневища интактного растения, л - ализарин, Р - 
пурпурин, ' - время удерживания.

Круглогодичное выращивание в контролируемых условиях каллусной 
ткани марены даст возможность получать экологически чистое 
лекарственное сырье. Работа частично финансировалась грантом ИНТАС 
ЕС.
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УДК 576.8.5:632,937.1

О ПОЛУЧЕНИИ КУЛЬТУР BACILLUS POPILLIAE С ВЫСОКОЙ 
СПОРОГЕННОЙ АКТИВНОСТЬЮ

С.Н. БАГДАСАРЯН
Республиканский центр депонирования микробов НАН 

и Министерства образования и науки РА, 37Տ510, г. Абовян

Похазлт возможность получения спорогенного нггаммв Bacillus popilliae с 
кспатьзованнем метода селекции терморезисгентиых форм. Дана характеристика морфо- 
физиолотческих и культуральных особенностей подученного варнак г;։, отличающегося 
or исходного высокой спорогенностью и жизнеспособностью, га разработанной 
питательной среде.

Ցույց 1 տրված Bacillus popilliae\t սպորոգեն շտամի ստացման հնարավորոԼթյուքյր 
ջերմակայուն ձևերի սեյեկցիայի երամակով: Սշակվածսննղամիջավայրի վրա ներկայացված 
է ստացված շտամի մորֆո-ֆիզիպոգիական և կւսյտուրայ առանձնահատկությունների 
րնութացիրը:

The possibility to obtain a sporogenous strain of Bacillus popilliae by selection of 
thcrmorcsisiani forms has been shown Morpho physiological ar.d cullunil properties of ob­
tained strain on the devefoped medium have been presented.

Энтомопатогенные бактерии - Bacillus popilliae - спорообразование

Несмотря на успехи микробиологического метола борьбы с 
вредоносными насекомыми, до настоящего времени нс получены эффек­
тивные и перспективные препараты для борьбы с жесткокрылыми. жуками 
и другими особо опасными вредителями. В этой связи большой интерес 
подставляют культуры Bacillus popilliae {ВР} возбудителей молочных 
болезней японского жука и многих представителей семейства Scarabaeidae 
(61.

Бактерии ВР начали применяться как средство микробиологической 
борьбы уже со времени их описания |7-9|. Однако до настоящего времени 
подобные препараты продолжают выпускаться трудоемким способом 
культивированием в организме восприимчивых насекомых. На п|хугяжснии 
более 50 лет изучены многие вопросы этиопатогснсза болезней и 
биохимические изменения в ходе развития инфекционного процесса [10, 
14, 15|, а также культуральные, физиолого-биохимические особенное ги 
ВР [2-5].

Нами разработана искусственная среда для эффективного выращи­
вания вегетативного BP 111. Вместе с тем основная задача ֊ разработка 
условий споруляции на искусственных питательных средах - осталась 
нерешенной, что является главным препятствием для промышленной 
выработки инсектицидных препаратов на основе культур этого вида.

Данная работа ставила целью получение и характеристику культур - 
возбудителей молочных болезней японского жука с высокой спорогенной 
активностью в условиях развития ii; vitro
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Материм и методика. Объектом исс.клс®анн> служи ж культуры ИР штаммы Г1НМИА- 
1883.1884, 1885. 1886, 1887 из коллекции РеспМинкднского центра :1е։юн»фомния микробов.

Для пырашикжич культур использовали жидкую и агарикиимную п։тгате и.ныс среды 
Ср-Па, разработанные и предложенные в лаборатории етьфообрязухиних 1мпсрий ИНМИА 
НЛП Армошн. Г> качестве исходной культуры жишьюкик ип. ИН МИЛ 184Ы, выращенный 
нашпризокшнойсг*.՝ е Ср-На и точение 15 суток при 30’. Гермообрабогкс полпсрг.иисуспензию 
уклзанкого штамма г. .* илкой среде Ср 1Гз при 60* в течение 1П,мин на иллиний Вине со слабым 
вс рем с ши пл пнем В результате рассева из суспензии нл аг.три нннинум среду и 
микроскопирования нсек патученных колоний спу«и 15 .тлей роста при ’•о՛ опирался 1шрни1Л 
с МПКСИМДЛ1.НЫМ спо[ххк']и н'плннсм для и.֊ .толующей термообработки Окипч.п 11.111.1 И отбор 
с|1о|хчсннотп паридпг.! пронтволилен после трсххр.։։>к»й кОрабслки суспензии ёТизрОЙМНШ 
паритетов при тех хе углопнч»

1 игр к 1с։о». определяли на ФЭК х> при УоОим ч кюветах с тпипинпП слоя 0,5см. 
Учет снпрпсбрюовпнмм проьолтн микроскопированием колоний, имросшнх пд пгаршойнкоА 
среде Ср На на 1՝ сутки ин» лопни при »՝.• Фнтницнп биохимические свойства изучали в 
1ХЮПЧГГГП1ИИ С КЛЮЧОМ 1|ДЦ ИЛС1ПТВ|>ИКЗПИИ анисы

Результаты и обсуждение. .'1итср-нурныс данные указываю։, что н 
результате многочне тонных работ по получению спорогенных культур ИР 
с использованием методов ткспсримснтальной и тменчиш.кти, внесением 
вереду различных добавок, стимулирующихспорообразование (мочевина, 
барбиту|ювая кислота, вытяжка из старых культур ИР, активированный 
уголь и лр ) была достигнута максимальная споруляция в пределах 20% 
|12, 14. 16. 17|.

Представлены данные по получению спорогенного варианта ИР с 
использованием метола термообработки и селекции герморезисгентпых 
форм.

В результате микроскопирования всех колонии, полученных после 
рассева суспензии клеток, подверженных термообработке, было выявлено, 
‘по большинство колонии были представлены вариантами. образующими 
40% спор и 10-20% телей Кистилоу (ТК), трактуемых как <|>ормы проспор 
или начальные этапы формирования спор. Частота получения спорогенных 
вариантов составляла 6-՜%. Максимальное спорообразование терморезис­
тентных вариантов, полученных после 3 термообработок по стадиям обра­
ботки составляло 40. 60 и 80%. соответственно.

Отмечена активация прорастания спор термообрабогкой. что согласу­
ется с данными других авторов |’.3|. При использовании одинакового 
количества суспензии с титром 1х10: кл мл после термообработки коли­
чество вьцххдпих колоний составляло 40% против 25-30% в контрольном 
варианте без термообработки

В табл.1 представлены данные о росте п спорообратоиании культур 
ИР и полученного спорогенного варианта пп.1884Т.

Полученный вариант отличается способностью накапливать макси­
мальный титр вегетативных клеток - 68-"Омлн/мл. ч то более чем в два 
раза превышает титр исходного и других штаммов ИР. имеющихся в нашей 
коллекции. Спустя 12 дней роста на агариэованной срс.че Ср-Па выде­
ленным штамм продуцировал 80-85% спор и 10-20% ГК Микроскопия 12 
суточных колонии всех исследованных штаммов выявила большое число 
ли тированных клеток и п|хмоплэстон
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О ПОЛУЧЕНИИ КУЛЬТУР bacillus popillfae

(Пнтэтслмии среда Ср*IIЛ; спорогсниосп. - данные микроскопии спустя 12 шей)

Таблица 1. Сравнительная характеристика роста и спорообразования 
различных культур Bacillus popilliae

Штаммы Титр клеток.

I млн/мл, спустя 22ч

Cnoj>orcrti։ocrt>. %

Споры ТК

1883 32 30 40 20
1Ш ю Я 10-15
1886 29 У) 20
IW7 Э1 » 30
1884 п 40 10
UMI (термомутаит urr 1884) 68 80-85 10 20

Все штаммы сохраняли жизнеспособность в условиях хранения на 
агаризованнои среде Ср-lla при +5 - +8* до 25 суток. Штамм 1884Т. в 
отличие от исходного штамма, обеспечивал высокую жизнеспособность 
до 5 месяцев хранения в аналогичных условиях. 11рсдсльный с|юк хранения 
указанного штамма 10 месяцев.

По культуральным, морфологическим и физиолого-биохимическим 
свойствам полученный вариант идентичен с исходным штаммом. 
Исключение составляет наличие каталазы - спорогенный варианг 
интенсивно продуцирует каталазу, что согласуется с сообщениями 
некоторых авторов о получении спорогенных вариантов с каталазной 
активностью |П).

Спророгенный вариант ВР шт 1884 Т хранится в коллекции РЦДМ 
в виде мазков спор на предметном стекле.
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РАСПРОСТРАНЕНИЕ ЭНТОМОПАТОГЕННЫХ БАКТЕРИЙ У 
РАЗНЫХ ГРУПП НАСЕКОМЫХ И ИХ МОСКИТОЦИДНАЯ

АКТИВНОСТЬ

Ж.Х. ОРМАНЯН, II.Е. ТАТЕВОСЯН. А.А. ХАЧАТУРЯН, 
М.А. КИНОСЯН, Э.К. АФРИКИ Н

Институт микробиологии ИАН Армении. 378510, <՛. Ааоеян

Изучена микрофлора 81 образца 10 отрядов насекомых, собранных к разных 
экологических зонах 15 стран. Наиболее бога ч ыми патогенной микрофлорой оказались 
образны насекомых, собранные в разных экологических нишах Армении. Из общего 
числа выявленных культур Bacillus thuringicnsix (49 штаммов), Bacillus xphaericus (33 
штамма) Bacillus sp. (103 штамма) на армянскую популяцию приходится 75.5. 7S.S и 
66,0% соответственно. Наибольшее количество москитоцидных штаммов. выделенных 
и I образцов представителей отрядов жесткокрылых (Coleopteru), чешуекрылых ( Lepi- 
doptera) и перепончатокрылых \ Нутепоргега). также относится к армянской популяции 
Установлено. что из испытанных культур высокотоксичными к личинкам комаров 
родоп Anopheles.՛ Culex и Uranoiaenia оказались восемь штаммов В. thuringiensis, 
образующих кристаллические эндотоксины шаровидной формы

Օւսումնսյսիրվեւ է միջատների 10 կարգերի 31 նմուշների միկրոֆլորան, հավաքված 
15 երկրների տարբեր էկոլոգիական զոնաներից: Առավել հարուստ պաթոգեն միկրոֆլորա 
րիտվեւ I Հայաստանի տարրեր էկոլոգիական բնաղոաիներից հավաքված միջատների 
նմուշներում. Հայտնաբերված կուլտուրաների ընղհանուր թվարանակում BacMusihufinepansis 
(49 շտամ). Bactffus sphaoricus{33 շտսւմ) և Bacillus տբ (103 շտամ) կուլտուրաների 75.5, 
78,8 և 66,0 %-ր համապատասխանաբար բաժին է ընկնում հայկական պոպուլյաօիային: 
ՄոծակասւԼ|Ա1ն շսսսմնևրի առավելագույն քանակը., անջատված կարծրաթևերի {Colepplera}, 
րեփու կաթևերի (Lcpkfopteca) և թաղանթաթևերի {H/mennptera) կարգերի ներկայացուցիչների 
նմուշներից, նմանապես պատկանում է հայկական ււյոպուլյացիային: Պարզւխլ է. որ 
փորձարկված կուլտուրաներից Anopheles, Cu!cx և Uranolaenia ցեղերի մոծակների 
թրթուրների նկատմամբ խիստ տոքսիկ եղել են Ց. thurinyiensis-fr 8 շտամներ, որոնք 
առպջացնում են գնդաձև բյուրեղային էնդուոոքսիններ:

Hie microP.ora օ(81 specimens from the 10 genera of insects collected in different 
ecological zonae of 15 countries has been studied The samples of insects, gathered in differ­
ent ecological niches of Armenia, had the most rich pathogenous nucrollora From the total 
number of isolated cultures the Bacillus thuringiensis (49 str.), Bacillus sphaericus (33 str.), 
Bacillus sp. (103 str.) concerned to the amicnian population have composed 75,5, 78,3 and 
66.0% respectively. I lie more ol all strains with the inosquitocidal activity isolated from the 
insects of genera Culcoptera, Lepidoptera and Hymenoptera, were belonged to armeuian jxipu- 
lation, too. From the all examined cultures the eight strains of B. thuringiensis, producing the 
spherical crystalline endotoxins, possessed the high toxic activity against larvae of mosquitoes 
from the genera Anopheles, Culex and Untnataenia

Энтоманатогснные баттлы - нарасноральные кристаиы - эндотоксины - 
москшпоциды - кровососущие комары

Несмотря на накопленный и мировой микробиологической ли’ера- 
туре большой объем исследований по энтрмопатогенным способ]мдукиним 
бактериям, интерес к ним нс пропадает до наших дней [4,5,9.10,13.14.16,18].

Представители энтомонидных бактерий видов Bacillus (hurmgiensis'A 
Bacillus sphaericus ши )>око используются для борьбы с вреди телями растений 
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РАСПРОСТРАНЕНИЕ ЭНТОМОПАТОГЕННЫХ БАКТЕРИЙ

и гнусом (комары, москиты). Обнаружены штаммы В. thuringiensis. 
токсичные для чешуекрылых, двукрылых, жесткокрылых, прямокрылых 
и др. [16]. Наиболее перспективные из них явились основой для 
производства микробиологических средств борьбы с вредными насекомыми 
11.4.111. Основным токсикологическим компонентом бациллярных 
инсектицидов являются белковые токсины (дельта эндотоксин) в виде 
внутриклеточных параспорапьных кристаллов разных форм, образующиеся 
в процессе споруляции. Описаны кристаллы би пирамидальные (крупные 
и мелкие), овальные, квадратные, сферические, неравномерно округлые, 
прямоугольные с неровными краями [18]. Мутантные подвиды subsp. 
Kurstakiобразуют вытянутые бипнрамидальныс кристаллы е заостренными 
концами, в которых электронномикроскопически выявляются включения 
сферической и кубоид։ юй формы |5|. Кристаллы подвида tenebrionisимеют 
тетрагональную форму различной величины и электронной плотности 
110,17].

Основным источником получения продуцентов дельта-эндотоксина 
являются насекомые. Многие авторы отмечают определенную 
приуроченность тех или иных подвидов (серотипов) В. thufirigien/sis к 
различным эколого-географическим зонам и отдельным отрядам насекомых 
[3.7.8,9,12].

Целью нашей работы явилось изучение экологии энтомоцидных 
бацилл в разных отрядах насекомых из разных регионов мира с поиском 
новых перспективных штаммов, вирулентных против комаров, а также 
выявление корреляции между токсичностью штамма и формой образуемых 
им кристаллических эндотоксинов.

Материал и методика. Объектами г.сслс к>язнн.՛ с тужили в основном погибшие 
насекомые, собранные в Армении (Лбовян, Анкавам, Ьюракнн. Гегарт Гохт, 1укасян, 
Джрвсж. Иджсйан, Ереван, Метры. Сарадайдж), а также и։ Вьетнама, Заир.։, Индонезии 
(острова Сулавеси и Бали), Италии. Канады, Китая. Колумбии. Мозамбика. Новой Гвинеи 
и Соломоновых островов. Сингапура, Средней Азии, Филиппин и Франции

Всего бш։ обследован 81 Обратен различных лилов насекомых, принадлежащих к огрлдам 
стрекоз (Odonafoptera), таракановых (Ulaltuptcray, богомоловых (Maufoptani), палочников 
[Phasmoptera), прямокрылых (Orrhopten։}, полужесткокрылых (Hcteroptera}- жесткокрылых (Со- 
koptem). перепончатокрылых(//утелоргеги). двукрылых (Diptera>. чешуекрылых < Lepidoptera).

Для выделения бактерий образцы насекомых после растирания с водой и их последующей 
пастеризации при температуре 70" н течение 20 мин высевали на поверхность среды в чашках 
Петри. Гост бактерий учитывали на 2-3 сутки инкубации при 30՜. Культуры бактерий ратных 
видов после микроскопии световым мнкщккопом с «разовым контрастом выделяли и очищали. 
Инсектицидные свойства новых культур изучати но меiu.iv Карпова Н в отношении личинок 
комаров рола Anopheles. Си!ех и Unmotuetiiii. собранных ь водоемах южных районов Армении 
Москигоцидиую активность новых бактериальных культур устишнсшлачи путем инфицирования 
лады, предназначенной там подопытных личинок помещенных в химические стаканы 
емкостью ЮО.мл. Изучаемую культуру микроорганизма, снятую < поверхности твердой 
питательной среды. сначала суспендировали в пробирке в 1м.т полы, затем нлинати п стакан 
с 19мл дехлорированной воды, куна нноенли 10 личинок комаров природной но пул и ни и.. В 
капрате использовали стерильную ладу Гсмпсрлтурный режим 2о-27". Уче՝, но։ наших личинок 
Тфоводюш в первые часы после тюстаионки опыт;։ и через 24 48ч.
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Таблица I. Распространение культур снорообрззуюших бактерии в микрофлоре 
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Таблица 2. Москитонидная активность новых штаммов Bacillus thuringieusis с 
разными формами кристаллов в отношении личинок комаров род.» Anopheles, Culex 
и Uranolucnia (культуры выращены на РП, титр бактериальных суспскжи 150-250 

тыс./мл спор)

Источник 
ПМЛСЛСННЯ 

(илсскомое.
ОТ)«Л)

Место 
сбора насекомых

Кати* 
чгство 
UC.lM- 

мав

Рабочие 
номера 

лктинных 
штаммов

‘Рорма 
крист отлов

Гибе.п.
ЛИЧИНОК 

(%) спустя 
30-45 мни

ЛрмсНИН. АбОИЯН 7(. и лал ок)
11 

шаровидная 100

Армения. Анками 1 321-1 100

Армения, Гукасян 1 зэ>-։ 100

100Mtinioptcnt Армении Мори 1 313-2

331-5Cokegten, Заир 1 « • 100

Ixpldoptrni Индонезия, 
острой Сулавеси

306*2 • 100

Новая Гвинея I 324 2 • 100

Средняя Ат ня ։ I 322 1 1(Й
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Армения֊ АнкаваН.
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Джриеж. Ереван.
Иджегйш
Новая Гвинея, 
Филиппины

22 ֊ ромбовидная а

Coleoptero
Армения Атткакан 
Саралаадж.
Новхч Гвинея:
Соломоновы о-ва

3 - мноинринндя °

IIJJJJ Нонхч Гвинея 1 квадратная 0
Ixpidapum Новая Гвинея:

Соломоновы о-ва
1 прямоутсяъпая 0

. Httenyptem
Армения Абовян, 
Ере мн

2 - ромбовидная.
։h:»jh.m(»lih;l4

0

Новая Гвинея 1 ро.моовтаная, 
кихтрлтиля

0

l.tpidoptcrn Армении Абовен
1 ։

ро «'ппилнля 
мной։ грешная

0

Hcttmpfera Армения. Гегар։ 1 - MHoixnpaiinnfl. •)
квадряшая

CptltojNCIV Армелин. Бюрзкэн I кмлритшш; 0
I1HJK4IH днан

Itintcttoprcrn Армении .(лрпсл квллр.ттная. 0
МНИШ1Г.11ППИ1

Colfoptcrn Армении. Второ» ди 1 KiKi.lpii-iii.-iM. 0
|x՝m'.4ibh;ui;i։I, , 
мноинраииал

Manfoptera Армении АОоиян 1 ромСюмшнаи, 
мна<01р>тИ1ы>1, 

>.1мЛ|С1Гнаи

0

0KnilTJMVIli •
‘ _______________ 1_____
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Результаты и обсуждение. В результате исследований патогенной 
микрофлоры погибших насекомых - вредителей сельскохозяйственных 
культур, проведенных в 1996-97гг., из 81 образца насекомых выделено 195 
культур спорообразующих бактерий, отнесенных к видам Bacillus 
thuringieHsis. Bacillus sphaericus и Bacillus sp. В табл. 1 обобщены данные ио 
изучению микрофлоры образцов 10 отрядов насекомых, собранных в 
экологических зонах 15 стран.

В микрофлоре образцов представителей отрядов стрекоз, 
таракановых, прямокрылых, жесткокрылых и чешуекрылых из зарубежных 
стран в большинстве случаев культуры Bacillus thurmgiensis п Bacillussphaericus 
не были выделены.

Наиболее богатыми патогенной микрофлорой оказались образцы 
насекохсых. собранные в разных экологических нишах Армении. Так, из 
общего числа выявленных культур В. thurbtgiensis (49 штаммой), Bacillus 
sphaericus (33 штамма) и Bacillus sp. (103 штамма) на армянскую популяцию 
приходится 75,5, 78,8 и 66,0% соответственно.

Следует отметить, что наибольшее количество штаммов, токсичных 
для личинок комаров, выделено из образцов представителей отрядов 
жесткокрылых (Coleop/era), чешуекрылых (/.epidopierd) и перепончато­
крылых (Hymenoptera). а также из популяций Армении.

В процессе выделения чистых культур В. thuringicnsis особое внимание 
обращалось на форму кристалловидных эндотоксинов (табл. 1). В отобран­
ных штаммах обнаружены шаровидные, ромбовидные, квадратные, 
многогранные, прямоугольные кристаллы, смешанные, с преобладанием 
какой-либо одной формы или однородные. Здесь особенно важно подчерк­
нуть, что все работы проводились с использованием одной и той же 
питательной агаризованной среды с 2% гидролизованной рыбной пасты.

В результате испытаний установлено, что из 45 штаммов с различ­
ными формами кристаллов в отношении 7 видов комаров (Anopheles 
maculipennis, Cuiex pipiens. C. modestus, C. hortensis, C. territans, C. ihieleri, 
Uranotacitia unguiculata) москитоцидную активность проявили лишь штаммы 
с шаровидными кристаллами - гибель личинок уже спустя 30-45.мин 
достигала 100%, тогда как остальные 37 штаммов нс проявили активности 
и через 48ч наблюдения (табл.2).

Подобная корреляция формы кристаллов с москитоцидиой 
активностью может служить важным дополнительным признаком при 
поиске энтомоцидных штаммов бацилл с высокими токсичными 
свойствами.

ЛИТЕРАТУРА

1. Африкан Э.Г. Успехи микробиологии, 10. 142-172, М., Наука, 1975.
2. Африкян Э.К.. Чил-Акопян ЛЛ. Биолог, журн. Армении, 33. 4, 355-365, 

1980.

214



РАСПРОСТРАНЕНИЕ ЭНТОМОПЛТОГЕНПЫX БЛКТЕРИЙ

3. Барайщук Г.В., Кулатин В.С., Африкян Э.К. Биолог, журн. Армении, 
39, 4, 275-284, 1986.

4. Егоров Н.С., Юдина Т.Г. Производство и применение продуктов 
микробиологических производств. 6, 50, М., ВНИИСНТИ 
Минмедбнопрома, 1989.

5. Калмыкова Г.В., Бурцева Л.И.. Юдина Т.Г. Микробиология, 6-1, 4. 461- 
468, 1995.

6. Карпов Э.Г., Игнатьев В.И.. Попов Л.И. Методические рекомендации 
по изучению микроорганизмов регуляторов численности опасных 
насекомых и клещей. М., 1984.

7. Ле Тьен Фионг. Африкян Э.К. Биолог, журн. Армении, 39, 4. 332-333, 
1986.

8. Меликсетян В.Ш. Автореф. канд. дисс., 18, Абовян, 1989.
9. Миненкова И.Б., Акимова М.И., Лин Фу и др. Биотехнология, 1, 17-22, 

1996.
10. Солонцов ИЛ.. Юдин Т.Г. Микробиология, 65, 2. 235—240. 1996.
11. Чилингарян В А.. Орманян Ж.Х.. Казарян Б.К. Биолог, журн. Армении, 

33, 4, 403-415, 1980.
\2.Чилингарян К.О. Биолог, журн. Армении, 33, 4, 398-402, 1980.
13. Эятомопатогенные бактерии и их роль в защите растений. Со. научи, 

тр. ВАСХНИЛ СО, 136, Новосибирск. 1987.
14. Юдина Т.Г., Бурцева Л.И. Микробиология, 66. 1, 25-31. 1997.
15. De Lucea A.J., Simonson J J.. Larson A.D. Can. J. Microbiol., 27. 865- 

870,1081.
16. Hofte H., Whiteley II. Microb. Kev., 53, 2, 242-255, 1989.
17. Krieg A.Z. angew. Entomol., 96, 5, 500-508, 1983.
18. Meadows MJ3.. Ellis D.Y.. Butt -I.. Jarrct P., Burges IUD. Appl. Enyironni. 

Microbiol., 58, 4, 1344-1350, 1992.

Поступила 5.VJ997

215



Биолог, журн. Армении, 3-4 (50). 1997
УДК 576.85.5:631.523

ПОЛУЧЕНИЕ РЕКОМБИНАНТОВ BACILLUS THU/U/VGIEHSIS 
МЕТОДОМ ФУЗИИ СФЕРОПЛАСТОВ

С И. БАГДАСАРЯН, Э.К. АФРИКЯН

Институт микробиологии НАН и Республиканский центр депонировании микробов 
НАН и Министерства обраювания и науки РА, 378510, д Абовян

Получены и спцраклсрижнины рскомбинтпн этамапопжккых бактерий Ba­
cillus thuringienxo subsp. wOeriac и ыЬзр саисансш <. испо.нломяисм метола фузии 
сфсропллстоп Показана моно ж я осп. получении рскомбинаш пых форм с копым 
спектром з|ггомоцндмо1о .iciiciMiia Рекомбинантные нпэммм օճ.է.սասւ кнсскпшнлпой 
активностью прении тутового ню каприла яГионноИ молн и боярышнины

11տացվէվ և րնուրազրվևյ Lli էնտոսոպարոզհն բակտերիաների BuaPuSl/iuriftpHinsis 
subfip ր}.մ1է>րաօ\\ I. sabtp caucesfcu^^, ոնկրւմրիէւանտ ձևեր սֆերոպլսատնհրի ֆուզիայի 
Եղանակով Bnijg ! ւր-րվէդ միջատասպան ազդնցւ՚ւթյաև նոր սպեկտրով հիբրիդ ձևերի 
ււտացման հնարավորությանը Ռևկոձրինանտ շտամնհրր օժտված են միջատասպան 
ակտիվարյամբ pphfini ;ճրամորրի խնձորենու ցէցի և ւպոճսյթիթհօի նկատմսճր

Using spbc։upU'.’A ftsivin method the гесогоЬшдШд of entonioruthngcnous bacteria 
Bacillus ihuringtcit.uj w!>sp gdlleriar and uibsp. Caucasian have been obtained and character­
ized. Ihc possibility of receiving the recombinant forms with new spectrum of 
cntomopaUiogvuous activity has been shown. Recombinant зшиъ revealed insecticide action 
on larvae of Bomhu. тс/ri, Hyponumtuta maanellus Zell. and է/хдл՜д Cnanegt L

Энтомрпапюгенные бактерии - фузия сфероиластов - рекомбинанты - 
Bacillus thuringiensis

Энго.мопатогенные спорообразующие бактерии Bacillus thurmgiensis 
( ВТ) продолжают оставаться основным источником производства инсекти­
цидных препаратов для борьбы с насекомыми - вредителями сельского 
хозяйства (2.3.6).

Развитие микробиометода тесно связано с поиском и выделением 
новых активных штаммов - продуцентов энтомонидных кристаллов, в 
основном из культур Bacillus ihunngieiisis Вылетслы и охарактсри юваны 
разновидности этих бацилл, активные против молей, непарного шелко­
пряда. колорадского ж\ка. комаров, домашней мухи и пах тинного клеша 
11.5.7-9.14].

Успехи генетики и генетической инженерии открыли перспективные 
направления в области создания новых высоко флективных штаммов 
энтомопато-генных бактерии. С открытием способности сфсроиластов 
поглотать чужс|юдную ЛИК |11| появилась возможность их широкого 
использования и раСхпах по получению гибридных и |х.-комбин.тл гных форм 
микроорганиз-мов [13.15 17]

В данной раСютс представлены |м.*зу.н.тагы испольювания фучин 
е(|>е роил истов лля получения |>скомбиншпов НГ

Sfnmepum и чстмЫка <Х՝>.с։.г»։м ксслс.зомннн с у ж.tin upon ihn.iu пенные пппММЦ 
ВТ лчи пырлСннки npcn.ijviroB игтобиктсрим uibsp xfillertac и НИП w/.’ rp caucasicit 
(dt!nn\uulicnsvii Ikiuvii.iuiuiiiiHC lA.u.rspii ;ejh՝iinjxiH.inu n ><vt teemm IՆ.nyv iiixiiiukchoncirtJXJ 
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депонирования микробов (РЦДМ) как Bacillus rhurinxiensis subsp. усИепае ИНМИА-1000 и Ba­
cillus thunngiertvs subsp. Caucasians ИНМИА.-&44 |4|

Для выращивания и поддержания культур использовали питательную среду МПА с 
добавлением (%): дрожжевой автолизах - 1,0. глюкоза ֊ 0,2, агар-агар 2.0. Конечный pH 
среды 7,0-7.2.

Ауксотрофность культур проверяли на минимальной среде ОСА (%). К.НРО, - 0.7, 
КН.РО, - 0,3, MgSO, - 0.01, (NH.).SO, - 0.1. NaCl 0.05. глюкоза 0.02 с 0.S-1.0% Difco 
агара.

Для получения и стабилизации протопластов использовали следующие среды: среда 
ССМ (%): сахароза - 34.23. яблочнокислый натрий - 0,71, MgCl. - 0.095, pH 6.5; среда ПС 
(%): панкреатический пиролизат казеина 1.5. К..НРО, - 0.7S,дрожжевой экстракт 0.5. 
глюкоза - 0,2, pH 7.0-7,2; среда ССМП: ССМ * ПС в соотношении 1:2.

Фузию сфсропластоп ВТ и отбор рскомбинпнгнЫх форм проводили ио схеме, 
представленной на рис. 1.

Суспензия сфгрш1.1>ст»а
ВТ subip.galleriae 

в 5 мл СС.МП

Суспензия сфероидного» 
ВТ mbip.caui-osicu.i 

в 5 мл CCMU

' 1.5 мл ил 40%-ого раствор։ ПЭГ

слвВ»г lUpftKuiuaMxe 1-2 мин. 
кояхапыя ц՝мпср»г?р»

Суспсидирйвзкир * 10 41 ССМП

Носе» s жидкую среду ы 
радмлеяие ВН-ПУ*

Рдссс» на шаровую среду БГС, 
разведение Ю'-Ю՜*

Рассев на агаровую среду БГС. 
ралведеиис Ю-'-Ю1, 

инкубация 3-4 дня, 30’

I'accth всех колоний 
на селективные среды 
метолом oroeiaiKcm, 

инкубации 3-4 дии, 30*

Рис. 1. Фузия и отбор рекомбинантов

Сфсропласты ВТ получали пот нозясйствисм лнчопима в конечной концентрации 10мг/ 
мл среды ССМП. Слияние сферопласго» осущеечмя in в присутствии полкэтиленгликоля 
(ПЭГ) в конечной концентрации 28% I я регенерации сфсропластоп использовали 
.максимальную гипертоническую срезу БГС (cmciii.hi.p.ici воры а. б и и) Ы'Сх2 (a) Na суктппнп 
- 135,075, панкреатический ։шра*шзат казеина - 15, К..НРО, - 3,5, К 11.1*0, 1.5. MgCl. 
0.047. дрожжевой экстракт 1.0. лизин U.02, pH 7.4, сгершнзакия O.Sai.M 20мин: (6) 
растворил, в 1л дистиллированной ноли 30г лгара Difco. стерилизация 1а:м 20м ни. (к) 40%- 
ный раствор глюкозы (холодная стерилизация) из расчета 0.2%

Физиолого-биохимические (копен пехчи и ростовые потребности изучали согласно 
методам по идентификации рода Bacillus |12). Ahthiviihhc свойств.։ определял и по метолу Де 
Баржак и Бомфуа [10J

Для определения знтомоцилной активности использовали следующие биотссты: 
гусеяида тутового шелкопряда Bombixmari L. 11I-1V возраста и личинки вошаной моли Galle­
ria теЬпеПа L. VI-VII возрастов Iкпытаиия па личинках яблонной м<ии (liypwuimeuta malinella 
7ji11.) ибоярышницы (А/^па cratucy: I.) проводили о Институте зашиты pjcrvitnii МСХ Армении.

Биомассу испытуемых культу՝,։ нарабэтквати в жилкой среде МБП • 1% глюкозы 
Культуры выращивали при 37' и течение 24-38ч, на качалке с 200об/мип Испытуемые штаммы 
в указанных условиях образовывали 95-100% спор и кристаллов.

Результаты и обсуждение. С использованием жидкой питательной 
среды БГС, благоприятной для регенерации стирол ластов рекомбинантных 
<|юрм ВТsubsp. galleriac и subsp. caucasicus л при последующем рассеве на 
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агаризованной среде БГС были получены 463 колонии (в 3 чашках в 
разведении 1х10\ всего 32 колонии. 1х10՜7 - 3 чашки, всего 119 колоний 
и 312 колоний в разведении 1x1 О՜6). Все колонии методом отпечатков были 
пересеяны на селективные среды для отбора рекомбинантов по признаку 
измененной или утерянной ауксртрофности. Из общего числа колоний 
получено 27 штаммов, отличающихся от исходных форм ростом на 
минимальной среде ОСА. Все 27 штаммов при повторной проверке 
оказались стабильными протолюфами. 47 штаммов отличались способ­
ностью расти на селективной среде с добавлением биотина и никотиновой 
кислоты, в то время как родительские формы в случае хорошего роста на 
этой же среде нс росли на среде ОСА—биотин - штамм ИН МИЛ-1000 и на 
среде ОСА4 никотиновая кислота - штамм И11МИА-844. Данные проверки 
витаминной зависимости полученных рекомбинантных форм подтвердили, 
что все 47 штаммов отличаются от исходных родительских форм 
одновременной зависимостью от биотина и никотиновом кислоты. 
Результаты подтвердились после трехкратно)! очистки отобранных шести 
рекомбинантов (Я) и проверки ауксотрофности всех расщепившихся 
клонов.

Изучение культуральных, морфологических, серологических и 
физиолого-биохимических признаков выявило следующее (табл. 1).

Таблица I. Дифференциальные признаки рекомбинантных штаммов, 
полученных фузией сферопластов культур ВТ хиЬьр.цаИепае и 

яиЬяр. саисаз։сих

Штаммы

Стро­
ги в/ 

анти­
ген

Фермен- 
тация 

салицина

Образование Зависимость от
ЛСОИ- 
шназы

у;х.՛- 
33 ы

плев­
ки

ПИ1- 
меи ։а

био­
тина

НИКО- 
гино- 

БОй 
К-7Н

бИО- 
ГИН.! + 

НИХ.
К-ТЫ

Исходный
ИНМИА-1000 5 + - + + -
Исходный
ИНМИЛ-844 10 - г • г ♦ - -
К-11 5+10 + + • - - +
К-12 5+10 + + -
К-16 5+10 1 + - - + -
R-17 5+10 + ь +
К-27 5+10 ■ т - - + •
R-46 5+10 + + + - + _______ 1

По морфологическим признакам полученные рекомбинанты сходны 
с родительскими формами; клетки палочковидные, грамноложительные, 
с округлыми концами, содержимое молодых особей гомогенно, со 
временем становится зернистым, образуются овальные споры через 1.5-2 
суток инкубации в МН Б при 32°, а процесс высыпания спор завершается 
к 48-72ч. Но ходу спорообразования в клетках образуются белковые 
параспоральные включения - дельта-токсины ромбовидной <|юрмы Между 
полученными культурами имеются различия в количестве образования спор 
и токсинов, а также в величине кристаллов.

Серологические исследования выявили агглютинацию всех 
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рекомбинантов с Н-антисыворотками В'! серотипов 5 и 10. Исходные 
штаммы ссротипизоровалиеь - пи. ИИ МИД-1000 серотипа Н5 и шт. 
ИН М ИА-844 серотипа НГО.

По большинству физиолого-биохимических признаков отмечается 
идентичность рекомбинантов с родительскими штаммами; хороший рост 
при pH 5,7. 7% №аС1, гидролиз крахмала. образуют ди гидрокси ацетон, 
ацстилмстилкарбинол. От родительского штамма ИНМИА-1000 рекомби­
нанты наследовали такие важные свойства, как <|>ерментиция салицина, 
наличие Н-антигена серотипа 5. зависимость от никотиновой кислоты я 
отсутствие образования пленки при |юстс в жилкой среде. По продуци­
рованию лецитиназы и пигмента, отсутствию образования уреазы, зави­
симости от биотина, наличию П-антигена серотипа 10 и синтезу параспо- 
ральных включений ромбовидной формы рекомбинанты сходны с другим 
донором - штаммом ИНМИА-844.

Рекомбинантные <|юрмы характеризуются одинаковыми с родитель­
скими шаммами потребностями в сахарах; они усваивают рибозу, глюкозу, 
фруктозу, галактозу, целлобиозу, мальтозу, трегалозу, инулин, глицерин, 
лимонную, янтарную, олеиновую кислоты. Нс усваивают ксилозу, 
рамнозу, арабинозу, сорбозу, лактозу, сахарозу, раффипозу, дульцит, 
маннит, сорбит, щавелевую кислоту. Незначительные отличия отмечены 
у 4 штаммов, которые дополнительно усваивают салициловую, молочную, 
малеиновую, фумаровую кислоты, а из сахаров - арабинозу, рибозу, дуль­
цит.

Вее рекомбинанты характеризуются одинаковой подверженностью 
действию антибиотиков и идентичностью с исходными формами: рост 
родительских и рекомбинантных форм угнетался большинством исполь­
зованных препаратов антибиотиков; устойчивость была отмечена к 
пенициллину, полимиксину, колистину, гризеофульвину. амфомицнну, 
субтилину и колимииину.

Сочетание вышеуказанных признаков, а также одновременная 
зависимость от био։ ина и никотиновой кислоты и наличие 2 Н-ан тигенов 
серотипов 5 и 10 даст нам основание заключить, что выделенные штаммы 
являются рекомбинантными и отличаются от родительских форм наследо­
ванием признаков исходных штаммов.

Результаты изучения знтомопилной активности рекомбинантных 
форм выявили частичную вирулентность штаммов А-/7 и Я-27 к вощаной 
моли (20% гибель личинок на 7 день подкормки) и безвредность штаммов 
Л-46, Я-4, К-!6. R 12. Все 6 рекомбинантных культур вызывали 100%- 
ную гибель гусениц тугоного шелкопряда. На основании изучения 
комплекса физиолого-биохимических, серологических, морфологических 
и инсектицидных свойств напученных рекомбинантных форм был стхбран 
штамм Я-27 и передан на испытание в Институт защиты растений. 
Указанный штамм вызывал 90%-ную । ибель личинок яблонной моли на 4 
день испытаний и 100%-иую смертность боярышницы.
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ПРИМЕНЕНИЕ НОВЫХ МАЛЬТАЗ .АКТИВНЫХ ДРОЖЖЕЙ В 
ХЛЕБОПЕЧЕНИИ

В.А. БАГИЯН

Институт микробиолыии НЛП Армении. J7851O. г Абанян

Исслсдоиали н'ок'г кчссхис. биохимические и icxmvioi ичсские
4оюАстм штаммов дрожжей ձտւ Аплете» rr/r.tvur пи неппльюплннч нлибопес лктичиых 
in них п хлебопекарном произволтс при принлоаленин жидких дрожжей Отобран 
ппимм дрожжей ИНМИА*97М. лососей фермептзппщой акгнпностм пре преходящий 
цроилп<ък'1 пенный штамм Берлинская-Н. Штамм имеет пыеокую мальташую 
лктипносп. осмо- и термоустойчив, что позвали с: ин1енсифиии|»01чи1< процесс 
cojpciiaunH тоста, попмемп. качсспю жидких дрожжей и выпекаемою хлеба

Ուսասնասխյվէվ են շաքարասնկերի ЛоссАдл«п>с« сдешшг շլամների մորֆււ՛ 
ֆիզիոլոգիական. բիոքիմիական և տեխնպռգիական .յոաևձ;ւահատ1րս|»յքււն1՜ւ1.ր|ւ. նրանցից 
ԱւՈԱէվԵւ ակտիվները հացաթխման հասար օգտագործվող հեղուկ շաքարււանկեո աոանալու 
նպատակով. Ընտրվեյ է շաքարասնկերի րեՍԻԱ-9/88 շտամր, որն իր ֆերմենտային 
ակտիվությամբ գերազանցում I պաապրակաս £է>Ո|ինսկայա-է4 չտածին Շս։ամ(ւ ունի 
բարձր մալագային ակտիվություն, օսմո և «երմակայւսե ’ որջ թուզ I տսօլիս արսւգացնէկ 
քսսորի հասունացման պրոցեսը, բարձրացնել հեղուկ շայ •սրսանկերի և թխված հացի որակը.

Motpho-physiolojuca!. bxxhcmkal and IrchnologKat properties uf yeasts Sacihani- 
myces certtisiae strains have Ncen studied ft»։ production of liquid yeasts in bakety lite strain 
INM1A-97SS is selected due tn its high fcnncnUttvc activity than the industrial .strain 
Bcriinskaya-Ы. Ilie strain lias the high maltase activity, osmo- and thcnJiOstiibihty which 
is permitted to intensify- the dough maturation pnxess to attsc the quality о I hquut yvasts and 
bread.

Дрожжи хлебопекарные ■ ферментативная активность • хн'бобу.ючцос 
нроизаодствр

Основу интенсификации процессов брожения и созревания теста в 
хлебопечении составляют биологичесике особенности используемых рас 
дрожжей [9,11]. Исследования, выполненные в НПО хлебопекарной 
Промышленности, содержат убедительные доказательства важности значе­
ния ct-глюкозидазной лктиннос п< дрожжей для хлебопечения |9] Д|>ожжи 
с высокой мальтазной лктивн<к-п.к> при тначительио меньшей дочиронкс 
ускоряю г процесс тсстоведения и способствуют получению хлебобулочных 
изделий с хорошими качественными показателями [1.5.14].

Целью работы являлось и «ысканис акгинных кульпр хлебопекарных 
дрожжей, изучение их биологических особенностей с последующим ис 
пользованием производственно ценных штаммов в хлебопечении.

Материал и .методика. tXn.o;гамм tu< tc.TotetiHii служии։ 4ՉՏ куилур дрожжей. 
tua.KVtcHitux из образной «-пмлних ммысок ашнглнншо Ора*снип OtoOpaituue ГЧ> пггаммоп 
lV։i'iirt<(|>»titti|X)iui.iH пл основании Lnurtieu-i ւ\ ti.r\j4tt.iu» морфо.кничссхих н фнзиолого- 
бшпкмичсскпх спойстп 112,13)

Он I нцадытую температуру брожения uri пипа и»., ли по к и nt мест ну мшиелиишсПся 
Н и кксЛОТМ при [»;».։ ։и iiiijv H’Mtiepatyp.n посопим мсгпаои и колбах <- cepitOkltc.tuiiiMMtt 
ЛПЮрЛМИ МсЙсеая Определение лмш1окис.юп1пг<՛ . .•֊ -i .i ric n. i ։рожжен пропоЯНЛЙ i(tl 
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автоматическом аминокислот ном анализаторе фирмы •‘Микротехна" (Чехия) марки ААА-339- 
Подъемную силу дрожжей выявляли методом всплывающего шарика [3]

Мальтазную и зимазную активности определяли ио времени выделения 10 мп СО. при 
сбраживании 20 мл 5% паю раствора мальтозы или сахарозы дрожжами. взятыми в количестве 
2,5% к объему среды, в микрогхзомстре системы Елецкого 19] Осмочувспиггап.носп. изучали 
по методике Уайта [3]. Бродильную активность полуфабрикатов определяли по методу Елецкого 
в изометрическом прибор՛.- сю же системы |10]. Динамику газообразования п полуфабрикатах 
изучали волюметрическим методом на приборе Яго-Островского по методике, опнсаютой п 

.руководствах [7,8.10]. Подсчет количества дрожжевых клеток проводили п счетной камере 
Горяева на мищхккоис фирмы "Карл Цейс” по описанной методике [10]. Пробу предварительно 
обрабатывали 2 мл 30%-ного раствора едкого натра и 3 мл 96%-ного спирта (для растворения 
частиц клейковины) Жидкие дрожжи готовили по “рациональной схеме" [6|

В качестве контрольной культуры была взята производственная раса 
Берлинская-14.

Результаты и обсуждение. Определение газообразующей способности 
дрожжей в солодовом сусле кон ценз рацией 10% сухих веществ (СВ) в 
трубках Дунбара позволило из 498 культур отобрать 136 наиболее сильных 
газообразоватслсй, с выделением 6мл СО, и более за 24 ч.

Основными критериями дальнейшего отбора активных штаммов 
хлебопекарных дрожжей были; подъемная сила, осмочувспштельность, 
зимазная и мальтазная активности. Из 136 штаммов по указанным 
биохимическим признакам наиболее перспективными являются 13, 
которые имеют высокую зимазную (30-45 мин) и мальтазную (35-60 мин) 
активности. Отобранные штаммы характеризуются также стабильностью 
ферментного комплекса, обладая высокой осмоустойчивостью (1-5 мин). 
Они были отнесены к виду ЯассИаготусех сеге\чх1ае. Микроскопирование 
показало, что наиболее крупными размерами (6-8 х 10 13 мкм), в сравнении 
с другими штаммами, отличаются клетки штамма 9788.

Исследование влияния температуры на энергию брожения дрожжей 
показало, что штаммы различаются оптимальными температурами бро­
жения (30 - 34е). Наиболее термоустойчивым по сравнению с тругпми 
отобранными штаммами является штамм 9788 с максимальной темпера- 
турой роста 43*.

Сравнение аминокислотного сос тава биомассы исследованных штам­
мов показало, что дрожжи синтезируют полноценный белок, в состав 
которого входят все незаменимые аминокислоты, определяющие биоло­
гическую ценность штаммов, что важно с точки зрения обогащения ими 
хлеба |4.15]. 11о суммарному количеству аминокислот отличаются штаммы 
9788 и 9792, у которых незаменимые аминокислоты составляют 38.5 и 
45,2%, а сумма ароматических аминокислот (фенилаланин - тирозин) - 
5.1 и 5.3% соответственно.

Проведенные исследования выявили, что штамм 9788 по подъемной 
силе. <||срментативной активности, термостойкости П|к՝восходи1 остальные 
исследованные дрожжи, а также контрольный штамм Б-14. Окончательную 
оценку технологических свойств штамма 9788 проводили на мучных средах 
при приготовлении жидких дрожжей и выпечке опытных образцов хлеба.

Из табл.1 видно, что в результате применения новой дрожжевой 
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культуры улучшается подъемная сила жидких дрожжей । 18 .мин вместо 52.5 
мин у контрольного штамма) и их бродильная активность (20,5 мл СО, у 
шгимма 9788 и 9,5 мл - у штдмма Б-14). Опытные образцы хлеба отличались 
лучшей пористостью мякиша. При одинаковом с контро.тьным образцом 
весе объемный выход опытного хлеба был больше на 26%, а пористость - 
на 7%.

с применением опытного и контрольного шгам.мок
Таблица I. Качественные показатели жидких дрожжей, теста и хлеба, полученных

П о ка э ат сл и
Штаммы дрожжей

Б-14 
(ко։прбль)

И НМ ИА-9788 
«опыт)

Жидкие чрожжи

Бродильная активность, мл СО/20» 9,5 20,5
Качичсство дрожжевых клеток. млн/» 125 155
Подъемная сила, .мин 52.5 18

Тесто

Бродильная активность, мл СО./20 г 9.0 20.1
Количество дрожжевых клеток. млн/։ 115 160
Продолжительность брожения, мин 50 30
Продатжшельносгь рэсстойхи. мни 45 35

Хлеб

. Нес 1 буханки. । 700 700
Объемный выход, мл 422 532
Пористость.% Ь8 73

' Влажность.?։ 43,8 43.4
; Кислотность, "И 2.8 3.0

Кроме того, применение штамма 9788 в хлебопечении способствует 
интенсификации процесса тестоведения за счет высокой мальтазной 
активности культуры: время созревания теста сокращается на 20 мин, 
расстойка - на 10 мин. Способность дрожжей штамма 978$ интснспфиии- 
ровать процесс тестоведения и тем самым улучшать качсстно хлеба явилась 
предпосылкой для изучения возможноеги сокращения расхода жидких 
дрожжей на замес теста. В этих жспсри ментах при приготовлении теста 
бстоларным способом расход дрожжей уменьшали на 20 и 40% ог нормы. 
П|юдусмотрсиной по рецептуре. Контрольное тесто готовили с внесением 
25% жидких дрожжей расы Берлинская-14.

Изучение динамики газообразования в опытном тесте показало. что 
чем больше начальное содержание дрожжей в тесте, тем быстрее кривые 
скорости газообразования достигают максимума. Максимальная скорость 
газообразования при внесении 25% жидких дрожжей штамма 9788 
отмечалась к 2 ч брожения и составляла 334 мл/ч. С уменьшением дозщхзвкн 
дрожжей на 20 и 40% максимум газообразования в опытном тесте наступал
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Рис 1. Скорость глзообрплоиания полуфзбрикатоп 
(тесто) с исполъзопанием дрожжей: 1 -контроль, раса 
Б-14 (долиропка к массе муки 25%); 2, 3, 4 - штамм 
9783 (дозировка к массе муки 25%. 20% и 15% 
соответственно). А • динамика СО2, Б-суммд 
образопапшегосо СО^ за 5 ч.

к 3 ч и составлял 291 и 256 мл/ 
ч соответственно (рис. I ).

При всех выбранных 
дозировках дрожжей суммар­
ное количество выделивше­
гося СО в опытном тесте пре­
вышало контрольное на 4,1- 
16.1%. При этом по физико- 
химическим показателям 
опытные образны хлеба в 
обоих вариантах с уменьшен­
ными дозировками дрожжей 
имели объемный выход хлеба 
больше на 13,4-17.9%, а 
пористость - больше на 4,1- 
5.6%.

Таким образом, в |юзультате проведенных сравнительных Исследо­
ваний биологических особенностей культур дрожжей, выделенных из 
спонтанных хлебных заквасок, нами установлено, что особо перспектив­
ных։ является штамм .У ст.тттЛше И НМ И А-9788, который имеет ряд 
преимуществ по сравнению с известными штаммами хлебопекарных 
дрожжей, используемыми в приготовлении жидких дрожжей (табл.2) |2].

Гиблина 2. Биохимическая и технологическая оценка дрожжей известных рас, 
используемых в хлебопекарном производстве, и штамма 9788

Ш т а м м ы

1 кигьсм 
нам 

СИЛЛ.
мил

Зима 1- 
пая 

актив­
ность, 

мин

Маль­
тазная 
ЗК1ИП- 
ность. 
мин

Бро 
ДП'1Ь- 

нпя 
актив­
ность.

мл 
СО./20։

Дози­
ровка 
Прож­
жем к 
весу

МУКИ. 
'%

Время 
броже­

ния 
теста, 
мин

Улсль 
II ый

Объем 
хлеба, 
Ч|/|

11орис- 
•ТОСТЬ.А*

Моск:н1схий-23 27 200 10 25 -

СЛ XIII 19 43 77 25 -

Берлинская-14 29 45 90 9.5 25 » 2*2 ъ8

7-503 19.8 35 25 18.2 25 90 2,7 73

Гибрид-73 40.2 60 70 11.0 25 150 2.6 70

У'673 20-25 15-25 4(1-70 2,6 7|

ИНМИЛ 978Х 18 30 35 М.5 15 30 19 73

Кроме того, использование в хлебопечении штамма 9788, по 
сравнению со штаммами дрожжей, представленными в табл.2. позволяет 
па 2-4 ч сок разить продолжительность кислотообразования при приготовле­
нии жидких дрожжей (8 и 10-16 ч соответственно). а также в 1,5-3 раза 
и иген си фи пировать режим отборов саговых жидких дрожжей на замес теста 
(соответственно 2 ч и 3-6 ч)
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ГЛ ЮКОЗО ИЗОМЕРАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ ФОТОТРОФНЫХ 
БАКТЕРИЙ

А. А. ЭЛ ПАЗЯ II. А.Х. НАГОНЯИ

Инслш/нут микропии.юечи НАН Армении. 378510, г.Абовян

Выявлена способность <|хптл рофиых бактерий превращать глюкозу во фруктозу. 
Подобраны ОИ1ИМ.1 н.ныс условия вырашнвлния бактерии для биосинтеза фермента, 
Усыновлено, ։по :!К1И1ннхт1.1.։юкозо>ьомер.иы jaiincin or возраста культуры, наличия 
» council:р.|ции индуктор:։ и ir.n iтельной среде Скорость изомеризации глюкозы 
зависит от се концентрации н реакционной смеси. pH и температуры

Pmguihwjini|b[ t |ninninpii^ ptuliu։lj;i|nufjbpJi q[j։ul|nq-|։qnflbpujqmj|։G 
шЦифЦп1р|гийр: ОГцлрфц l.G qy<nl|nq-|iqndliptuq $bp0b0m|i ybfiuwuhGpbqh otqui|i6ull 
iqnj|ilu։GGL|ip Tuiiwiunr.qiq I., пр ЬЬрОЬйнф iuUui|it|֊>։pjriiGn Цш'иЦш՛.' I l|ni-<nni|iui||։ 
ЬшицЛфд. iilji’iqiuAhpHiiiuiinniO plirjiuhu>iip|> lunljujjiiipjniGhg и Gpiu риФш1фд 4|jn։l|n<||։ 
f:qni5L|i|iquig|։iuj|։ lupuiqnipjiiitip IjuiIuQujO t ribiul|g|iiiG |L.unGnipq:i.P bjiiu риШиЛфд, pl l-J։g 
I. j>fcp։h։UJin|։6uifif։g

11՛.։: glucose isomerase activity of pliotolrophic bacteria has been revealed. Hie opti­
mal conditions for biosynthesis of enzyme were selected I he glucose jsoir.ci .hc activity was 
depended on age ul'b.i. icnal culture, on presence mid coiicemniiinn ol*inducer ;n cultivation 
medium I'hc rate of isomerization was depended on glucose conceniniiion. pH anti ten։ 
peiature of reaction mixture.

Фопютрофные бактерии - г.показоизмери т.

Фермент Г.1ЮК010И зо.мерлза используется в производстве сахаристых 
продуктов для превращения глюкозы во фруктозу. Г.тюкозоиэомсраза была 
обнаружена у ряда бактерии, относящихся к ролам Lactobacillus, Strepto 
СоссиЬ, Had Них, Arrobacier, Nocardia и др. [1 3.4]. Снедения о 
предетавителях фоютрофных бактерии в пом аспекте в литературе 
отсутствуют.

Целью данной работы являлось изучение глюкозоизомсразной 
активности у представителен лсссрны.х фоппрофных бактерии

Читериа.։ и метрика. (։<՝:.скiom ikc.tc.toivihuIi ojj.ih ясссрнмс пурпурные бактерии 
R.hndtifWM'.HJWMiy capxuhiM i.’iin >. Rl:.\piiatrviiies пн.). Rh.palusfrh (7 uri ). Riicdfixpirillum 
ruliruM <1 nnj. W/ior/iM?;jcw/։wni ■.annii'Ui (I nrrp. всего 12 культур и՝֊ м члекции ИНМИА и 
МГУ

К)Л1.։уры выр:11пин;| ։.и и;» среди Ормерудл |՝| и |֊я>:и1.кч(исм ионии Mcia.iiiMi кобальта - 
(.<>( I. '41,0 (0.05։/л> и Мигни.ч - MgSO. 7Н.0 <0.5i i) к i.'iciuic uwx- ;pcx tj -oi i. лчд <pix>uux 
ycKHiiiHX u iMiMHiKxinrc при ccneiticniiii 2iXH) ПЮКС и гсмнсртурс Ьнпмп.ч՛. собирали 
аднтрифуп! рояли нем. ,in:ix.։i. птгмнвплн ։|юсфлтным 6y<i)cp։՝M lO.HSM pH 7.0} В 2 мл 
реакционной смеси, содержащей IM глхжозы. ОЗЛИМ C<iCl nll.O и ().:>! М MgS<>4-"H.O. 
обычно вносили 20 2j mi сухои биомассы Смесь инкуоировали при t>f?‘ и iu'ichhc 2 ч п кодиной 
бане перемешивая с помощью магнитной мешалки. После иикубации се охлаждали, 
цснтряфугиров.счи и в на.тосаточной жидкости определяли коннеиграпик) фруктозы 
тноблрСниуроным метолом |6| Глюкоюизо.мсраэиую активность выражали в мк։ фруктозы, 
образующейся л icichhc I ч па I м; сухой биомассы
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Результаты и обсуждение. Отмытые клетки всех изученных нами 
несерных пурпурных бактерий в той или иной степени способны к 
изомеризации глюкозы во фруктозу. Среди них отмечались некоторые 
штаммы А7/. сархи1а(а. Р.И зркаегоМс.ч и К1и1<1охр1п1!ит гиЬгит (табл. 1).

Таблица 1. Глюкозонзомсразная активность фоготрофных бактерии

Культура 1Пг5М.МЫ мкг фруктозы/чзс/м! 
«.ухой бирмассга

ЮюЛорхеидапюпп. ( сархикпа 37ь4 7.6
R/!. саршкНо 1310 11.4
R/;. сархи'ат 1 15.0
КИ. ра/иипх I П.ь
№։. ракенпх 7.1
РЪ. рс։их!пх Ф-255 9.3
/?/։. кр)и>ега։<1е\ 25.(1
к/1. срРаетн/сх ?К 17.5
ЯА, хрЬаспшЗсх 8259 10.0
1<Ь. хркиепМех 21< 10.(1
КЬм1ь$р1пИ:чи гнЬгит 20.0
К>ю:1оп;к՝гМ՝.ип гапп <е<И 6.0

Сравнительно высок \ к> 
активность проявил КЬ.р.

$р1шего1(1е$ 9/3. Дальнейшие
исследования проводили с 
указанным штаммом. Изучали 
влияние возраста культуры на 
глюкозоизомсразную активность. 
Максимальная активность наблю­
далась у 48-часовой культуры, что 
соответствует началу стать пар­
ной (фазы роста (рис. I). Прямо։։ 
зависимости между образованием 
фермента и накоплением био­
массы не замечено. Так, макси­
мальное накопление биомассы происходит через трос суток. а наивысшая 
активность проявляется через двое суток, на третьи сутки роста (фермен­
тативная активность значительно снижается.

Подавляющее большинство продуцентов глюкозой юмсразы для 
биосинтеза фермента нуждается в индукторах |3|. В табл. 2 приведены

Рис. 1. Динзмикз накопления биомассы |1 ) и 
глюкозоизомерпзмая активное!ь (2| п течение 
роста культуры.

Таблица 2. Влияние ксилозы на глюкозой зомеразиую активность 
А7/. ярбаегоМех, шт. Ь.\ 9/3

Конце играция 
ксидоли, 1/.1

Накопление Акппгпосп..
М К1 фруктозы/11ЗС / М1о и.՛ масс г.। мт/мд

сухой биамаесы

Ко։п|х>яь 5.2 24.5
з.п 4.9 2Х.7
7.0 -.2 И.2

___________ _______ ________ _____ _________ __
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ла иные о влиянии различных концентраций Э-ксилозы в качестве 
индуктора на гл кжозоизомс разную активность К/։. ьркаегсМех. Видно, что 
уровень активности глюкозоизомсразы повышается, когда в качестве ин­
дуктора и питательную среду вносится D-ксилоза в концентрации 7 г/л. 
Наличие ксилозы и питательной среде Орме руда наряду с полноценным и 
легкоусвояемым источником углерода малатом не способствует увеличению 
роста <|ютотрофных бактерий.

Скорость ферментативного превращения глюкозы во фруктозу зависит 
от начальной концентрации глюкозы в реакционной смеси. Нами были 

испытаны три концентрации - 1, 2 и ЗМ

Рис. 2. Влияние концентрации 
глюкозы на глюколоизомеразную 
активность Rh. sphntiroides, 
шт. SN 9/3: J-1M, 2-2М, З-ЗМ.

(рис. 2). При 2-часовой продолжительности 
инкубации оптимальной концентрацией 
глюкозы является I М.

По имеющимся литературным дан­
ным. на процесс изомеризации глюкозы 
большое влияние оказывает температурный 
режим. Известно, что у большинства 
микроорганизмов глюкозой зомс раза облада­
ет относительной термостабильностью, ото 
позволяет вести процесс изомеризации при 
температуре, исключающей возможность 

заражения посторонней микрофлорой |1,2|.
При проведении изомеризации выбрали три режима температуры

40. 60 и 80е. Активность <1>срмента при температуре 60 и 80е находилась
почти на одном уровне - 31.0 и 32.3 мг фруктозы/час/мг сух. биомассы 

соответственно. При температуре 4(Г клетки 
были малоактивны. Таким образом.

Рис. 3. Зависимость 
глюкозоизо м<; разной
активности Rh. sphaeroidcs, 
шт. SN 9/3 от pH.

показано. что । люкозоизомсраза фогбтроф- 
ной бактерии обладает относительной 
термос габильностыо и в этом отношении нс 
отличается от । люкоЗоизомсраз других 
микроорганизмов.

Влияние значения pH проверялось в 
зоне от 6.0 до 9,0 при оптимальной темпе­
ратуре. Клетки проявляли максималь-ную 
активность в фосфатном 6у<|>ере при р! I 7.0 
(рис. 3).

Таким образом, в результате провс- 
денныл исследований у фототрофных бактерий была обнаружена 
глюкозоизо.мсразная активность. Среди изученных п|>сдставитслсй наиболее 
активной является культура !\Н. зрЬасго'ккх 8К 9/3.
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ВЛИЯНИЕ ИНТЕНСИВНОСТИ ОСВЕЩЕНИЯ НА РОСТ И 
ОБРАЗОВАНИЕ КАРОТИНОИДОВ RHODOPSEUDOMOXAS

SPHAEROiDES Д-10

А.Х. ПАРОЛЯII

Институт микробиологии НАН Армении. 3?Տ’3/(Լ г Абовлн

Изучено влияние ингснсинности освещения на рост н образование 
каротиноидных пигмешск Rh чркнепмкл Д-10, выделенных in мипе]ксплых источников 
Джермука. Установлено благоприятное влияние невысоких мптенснкиостей освещения 
на каротиногепез, при этом максимальное накопление кзротнолпои нс коррелмрус! 
с максйм^дьиый выходом биомассы. Показано, что прербладэкицим каротиноидом 
при фотосинтетическом росте является сфероиден и его Содержание составляет около 
60% от общей суммы kuj-oi ином лов независимо о։ шпснснвпосги освещения.

Ուսւ՝ւմնաւփրվէ.լ է լույսի ինտևնււիվությւսն ազւ՝,եցար|ունը Տերմւււկի հանիսւփն 
ագբյուրներից անջատված Rh. ճբհսսր aides I 10 շւոամի աճի .. 1 սրււԱւիԼււիքւայհն 
պիգմենտների ւյյռւսջպցման ։|րա քււ,'ստւստվե| է |ույսի ոչ բարձր ինւոէ;նսիւ|ությո։քւների 
բարենպաստ ւսգգեգուրյունը կարոտինոիդների աւ։այ>ացմսմ։ վրա. րնւ| որում 
կարոտինոխւնև|փ մաքսիմալ կուտակումը չի համընկնում կենսազանգվածի մաքսիմալ ելքի 
հետ Ցույց է տրվել, որ ֆոտոսինթետիկ ամի պայմաններում գերակայող կսւրուոինոիգո 
սֆերոիգենն I. և նրա պպրունակոէթյունը կազմում է կարոտինոիգների ընւյհանուր քանակի 
մոտ 60%-ր անկախ լույսի ինտենսիվությունից:

Гпс influence of illumination irticjisity on the grawibamJ carotenoid pigincnis founa- 
liouof Rh.spiiuer.M'ies str. Ռ-10. isolated from niiner.il sources of Dzhcmiuk has been inves­
tigated. The efficiency of low intensity illuminations on ihc carotenoitles fonnaiion was re­
vealed. TJtc maxima! accumulation of carotinoids was not correlated with maximal yield of
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biomass At photosynthetic growth conditions the prevalent carotenoid was sphcmtdenc and 
its contents composed about oOct from tire total quantity of carotenoids without depending on 
the intensity of illumination

Фопютрофные бактерии - интенсивность освещения - каротиноиды

В последнее время в биотехнологии интенсивно ведутся исследования 
по использованию несерных пурпурных бактерий в качестве кормовых 
препаратов (6,11,13]. Основанием для этого служит наличие в биомассе 

пурпурных бактерий высокого содержания белка с полноценным 
аминокислотным составом, ряда витаминов, органических кислот, а также 
пигментов-каротиноидов. Последние находят широкое применение в 
пищевой промышленности и в медицинской практике |5.6,7|. В связи с 
загрязнением окружающей среды значительно возросла потребность в 

каротиноидных пигментах, обладающих антимутагенными. 
антиканцерогенными свойствами, антиоксидантной активностью.

В микробиологической промышленности и качестве продуцентов 
каротиноидов широко используются мицелиальные грибы. Однако по 

разнообразию они уступают фотосинтезирующим микроорганизмам, в том 
числе ((ютотрофным бактериям. Поэтому поиски новых продуцентов среди 
фототрофных бактерии целесообразны и своевременны.

Целью настоящей! работы было изучение условий роста и накопления 
каротиноидных пигментов Rh.sphaeroides шт. Д-1-0. выделенных из 

минеральных источников Джсрмука.

Материал и методика, Объектом исследований служила исссриля пурпурная бактерия 
Rh.sphaeroides шт. Д-10 ИНМИА И 6508, пыдслснвзя ИЗ минеральных источников 
Джсрмука [3|.

Культуру выращивали на среде Ормсруда |12| анаэробно и точеннс 7-8 суток в 
люминостате при освещенности 250-30СЮ люкс и rcMiiepaiype 28-30*. Для освещения 
ИСПСХ1ЫЮНХ1И ллмвы накаливания Выращивание в анаэробных условиях проводили о темноте 
на качалке при 1X0 об/мин.

Рост культуры определяли измерением оптическом плотности суспензии на 
сцеклрофотометро СФ-26 при длине волны 660 нм. а также по сухому весу Спектры 
поглощения целых клеток культуры в видимой области мписыпхти на регистрирующем 
спектрофотометре “С пекор " :)к. -рикцию каротиноидов проводили методам Кондратьевой и 
Малофеевой |2| Общее содержание каротиноидов определяли фясюрофатомстрически в 
растворе легкого петроленлого зфира <40-6-:?). принимая равным 2630 при 478 нм. где 
обнаруживается основной максимум поглощения экстракт этих пигментов |9|

CcH-i.ni каротиноидов определяли метилом тонкослойной хроматографии, используя 
готовые пластинки 'Silufol" (фирма Кавальер, ЧССР). Рагге книге ииьмстон проводили в 
восходя щем токе растворителя бензол՜ петратейный эфир : ацетон (17:2:1) в темноте Отдельные 
пигменты элюировали с пластинок негролейны.м эфщюм и количественное содержание их 
определяли измерением оптической h.ioihocjh при .глине волны главного максимума 

.’кя лощения

Результаты и обсуждение. Изучаемая нессрная пурпурная бактерия 

Rh.sphacroides шт. Д-10 способна к росту в анаэробных условиях на свету 
и в аэробных условиях в темноте на средах.где донорами )лскт|юнов служат 
органические субстраты. Однако в отличие от типового штамма в качестве 
донора электронов культура может использовать также тиосульфат. В связи 
с тем. что основные полосы поглощения света бактериохлорофилла лежат
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в невбслринимасмой глазом инфракрасной области, видимая окраска 
фотот{Хх]>ных бактерии определяется в основном содержащимися в них 
каротиноидами. Цвет клеточной суспензии бактерии, выросшей анаэробно 
на свету, желто-коричневый. В присутствии в среде кислорода цвет 
культуры становится косным. В аэробных условиях в темноте культура 
не растет. В анаэробных же условиях в темноте цвет клеточной суспензии 
блсдно-коричнсвато-красноватый, при перемешивании на качалке культура 

становится еще бледнее.
В условиях фотосинтетического |>оста клетки культуры содержат 

бактериохлорофилл а с максимумами поглощения при 590. 802 и 850 нм 
и каротиноидные пигмеи гы сферонденового ряда с максимумами 
поглощения при 424. 478 и 510 нм (рис. 1).

л

։>.«> ________и.
«<* lvo

Рис.1. Спектр .поглощения целых клеток культуры Rh.sphueroide:. uir. Д-10, 
выращенной анаэробно при освещении 750 люкс.

Большинство <|>ототрофных бактерий хорошо растет при освещении
1500-2500 люкс, и и.зм> пение интенсивности
положительно влияет как на скорость 
роста, гак и на накопление пт ментов 
[1,10]. Однако изучение влпяни । света 

на рост и накопление биомассы 
Rh.sphaeroides шт. Д-Ill показало, что 

интенсивное накопление биомассы 
имеет место при освещении 750-1000 
люкс (рис.2). а наибольшее количество 
каротиноидов обнаруживается при 500֊ 
750 люкс (табл.1). При тто.м количество 
каротиноидов достигает максимума на 
шестые сутки, а биомасса - на четвертые.

Увеличение интенсивности осве­
щения до 1500-3000 люкс приводит к 

значительному снижению общего 
соде ржан и я ка|хтп । н г>и: ю в.

света и этих пределах

освещения на рост и нзкоппечие 
биомассы Hh. Sp{t;i4r<ddeS ШТ. д-10 п 
анаэробных условиях. Интенсивность 
освещения 1 -250 люкс; 2 - 500 люкс; 3 - 
750 люкс; •։ ■ ЮООлюкс-
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Преобладающие каротиноиды были идентифицированы как 
сфероиден (ЯГ 0.53) и гидроксисфсроиден (R!՜ 0.72). Основную роль в 
поглощении в видимом области спектра шт. Д-10 играет сфероиден.

Таблица I. Прирост каротиноидов /?Л. хрНасго'и1ех шт. Д-10 в процессе 
анаэробного роста при разной интенсивности освещения (>.|։1։=478 нм)

Время. Интенсивность оспс11кч|;:ч, люксы_
сутки 250 500 750 1000 2000 3000 .

։ • • • •

0.08 0,1 я 0.13 0.06 0,12 0.08
3 0.14 0.56 0.30 0.13 о.» 0.15
4 0.25 0.75 0.52 0,25 0.62 0.27
5 0.31 0.87 0.73 0,37 0,70 0.39
6 0,37 1,12 1,06 0,48 0,77 0.51

1 0.38 I 1,13 1,12 0.62 0,77 0.64
я 0.38 1.13 1.13 0.70 0,79 0.72

1 0,38 | 1.13 ..U 0.75 0.81 0.78 1

В аэробных условиях в темноте общее количество каротиноидов 
значительно ниже. и. судя по пятнам на хроматограмме (рис. 3), в этом 

Рис. 3. Слияние интенсивности освещения 
на образование каротиноидов НЛ. зрЛэего/дес 
шт. Д-10 при разных условиях роста: 1 - 750 
люхе, рост анаэробный; 2 - 1500 люкс, рост 
анаэробный; 3 - темнота, рост анаэробный, а - 
сфероиден (473 нм), в - гидроксисфероиден 
(510 нм), с - сфероиденон (460 ям).

случае в клетках содержится 
соответствующий кетокаротиноид 
сфероидсна - сфероиденон (Rf 
0.57). Общий выход каротиноидов 
на единицу прироста биомассы 
был самый высокий при 
интенсивности освещения 750 
люкс (табл. 2). Следует отметить, 
что при выра-щивании шт. Д-10 

в анаэробных условиях на свету, в 
отличие от других каротиноидов, 
содержание сфероидёна составляет 
около 60% от обшей суммы 

каротиноидов независимо от 

интснсивнести освещения.
Таким образом, полученные 

данные позволяют считать Rh.spha- 
eroides шт. Д-10 экономически 
выгодным объектом для получения 
каротиноидных пигментов, т.к. в 
условиях Цхлосинтстичсского роста
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Таблица 2. Содержание каротиноидов Rh. sphaeroides шт. Д-10 в процессе 
анаэробного роста при разной интенсивности освещения

Интенсивность 
освещения.

ЛЮКС

Общее содержание 
каротиноидов, 

мг/г сухой биомассы

Содержание 
сфероиден;», 

мг/г сухой биомассы

500 м 1.1

750 2,4 1.4

1000 2.2 1.3

1500 0.6 0.4

2000 0,5 0,3

всего лишь при освещении 500-750 люкс можно усилить процесс 
пигментообразован и я и получить богатую каротиноидами биомассу.
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ВЛИЯНИЕ ПОВЕРХНОСТНО-АКТИВНОГО ВЕЩЕСТВА БА-420 
НА ПРОЯВЛЕНИЕ АСПАРТАЗНОЙ АКТИВНОСТИ КЛЕТОК

ERWINIA AROIDEA

Г.Н. VIEliflll, II.В. ТОЗАЛАКЯН, Ф.К. ГАБРИЕЛЯН, 
А.Б. МЕЛКОНЯН, А.В. БАБАХАНЯН

Паучно-исс.зедоватеа^кин институт аБиотехнология", Ереван, 375056

I! r.'ienu кинетические закономерности миппнк кш попеченного нопсрхностно- 
лктннною вещие I н..1 < 11Л1? ! ;1ецктоксимст։с։кзр0онш1-мст։с1ДИ.мегн,1бсн:ии։-аммониЙ 
л-юрилл (ВЛ 42а) л:> ирия^'снис аспэргюной активности свободных k.։v.'ok ЕмгсМеа 
Показано,, что кинетика и.кшмодейетомя UAH և системой клетка-фермент записи։ о: 
кокпентраиии как ПАВ. лк и к и ок. При низких коплен ւрациях данною ПАВ 
ускорение ичучпачюй фермента։липой рсакиии протекас։ п аве фазы. Высокие 
кониентранли ПАВ ни> нбируюг аспартазную активность При онւ и.малъиых 
коннсп-раииях IIAB ас.1лр|ак1дя реакция ։с ингибируется, а время iipo.iivicnim полной 
.з-гияшх.|и нс и< ii.ine минуты Подученные .чинные интсрпрстиропиы в рамках 
а.Корси։ионной модели пзанМолсйстпия ПАВ с микробными клетками.

ւ 1աււմյ;ւ::փ[.Հււ<ւ1 ե՚ւ դեց|ւլօր>յ|ւմեթիւ'.'nippnlih] -մեթիլդիմեթիլրենզիէ֊ամոնիումի 
րյ՚դվոյ կաւրւիրմադիււ ՍԱ l.-;i ազդեցության կինեաիկական օրինաչափությունները Etwinia 
n/eidea ր բջիջների ասպայւտւայային ակտիվության դրսևորման վրա: Ցույց է տրված, ։:ր 
ՍԱՆ բջիջ ֆերմենտ փյ խազց եզության կինետիկան կախված I ինչպես ՍԱՆ |ւ. այնպես էլ 
մանրէների կոնցենտրացիայից մՍՆ-ի ցածր կոնցենտրացիոն տիրույթում հետազոտված 
ոէւակցիայի lupuiqmpjuifi մեծացումը տեղի Լ ունենում երկու փուլով ՍԱՆ փ բարձր 
կոնցենտրացիոն տիրու յթում տեղի է ունենում ասպարտազայինակտիվության արգե[ակում; 
11Ա1ւ-ի օպտխւայ կոնցենտրացիոն սփրույթումասպարւոազային ակտիվության արգելակում 
չի նկատվում, իւ յ ացտիվուպան ւյյաևււրւԽւն ժամանակր չի գերազանցում մեկ րոպեն: 
11տացված արդյունքների քննարկված են ՄԱՆ մանրէ փոխազդեցության ադսորրցիոն մոդեյի 
շրջանակներում.

I he kinetic asjxxts of the influence of c.ithionic detergent dcciloxycaibonyl 
mcihy'.diiiicthyilvivy.nxy-nnnuoniuiii  chloride (F»A-42<J) on jsjxitiasc activity ot Erwinia anidea 
cells ;hc studied. Kinetics of Hie system dclcigcnt-cell-eitzymc Interaction depends both on 
dote rec nt and cell concentrations Inc low concentrations of detergent accelerate the aspar­
tase reaction by two stages. I he high concentrations of detcigcut inhibit the tispartase activ­
ity, but the optimal >.оneentrations do not inhibit the enzyme and the highest cell activity 
achieves within one niinutc. I he data obtained are discussed on the detcigcni ecll interac­
tion adsorption model.

Поверхностно-активное естество БА-420 - Е aroidea - аспартаза

Бактериальный штамм Erw/iia aroidea (ИНМИД N 8724 ) является 
одним hi наиболее перспективных для промышленного производства 
I -acnapai иконой кислоты. Па основе .лого штамма разработан ряд 
технологий, в которых в качестве биокатализатора использованы как 
иммобилизованные, так и свободные клетки [I-4.7.8J. При определении 
аспартатной активности биомассы в процессе культиви$хтвания клеток, а 
также при осушсс ui.ieHitii биотраниформапии фумарата аммония в I.- 
:1спарагиновую кислоту использование ։юверхностно-актшп1Ы.\ веществ 
имеет определенные преимущества |5|. Это позволяет исключить стадию 
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активации биомассы и освобождает от необходимости использования 
дезинтеграционного оборудования при анализах. Имеются также данные 
о положительном влиянии детергента на стабильность фермента [5|. Из 
ряда публикаций [10-12] известно, что характер взаимодействия ПАВ с 
микробными клетками зависит нс только от типа ПАВ. но и от типа клетки 
и фермента. При разработке технологических процессов синтеза 1_- 
аспарагиновой кислоты из фумаровой и аммиака мы провели исследование 
влияния различных типов ПАВ на проявление аспартатной активности и 
стабильность фермента.

В настоящем сообщении приведены результаты исследования 
действия катионогенного ПАВ БА-420 на микробные клетки Е.аго'и1еи.

Материал и методика. В работе использованы ..имукицис рсакпи>ы и препараты I - 
зспараз’инонаякислота(к-.֊\5р) марки "х.ч " щюиэоозегйа НИН “1։։цтгсхптп։мя" РА. фумаровая 
кислота “х.ч.”. 25%-лый водный аммиак “х.ч |>Л 420, синтел<ро:К1:1Пыи лагорами В 
качестве препарата асилр! а ; ы не пользована иа.чо<..1Д<тл|ля жн.1К<чи>. получен идя г.тем 
обработки ультразвуком к бл очном суспензии А՜, епМеа к ! М растворе ф\ Марата аммония (р11 
$.5) с дальнейшим уда юпием кпеточнелпТх։ । |.тста псизрис; у|иронанием К. туру т.-рашквалн 
«жилкой питательной среде при 30’ в кчснис 16 1.4 ч согласно меюшп.е |9| Ьиамясеу считали 
пригодной да я исследований, еслиселсктиниость преврснсния фумарата л лсиаргат сек *л;пяда 
нс менее 95%.

Ферментатииную реакцию синтеза Ь-Ачр проподдан при рамичиых кощачгпхтиях 
биомассы шли фермой। кого препарата иодномилярпом рас пюре ф\м ц • I.։ тмппин ари pH К/ 
+ 0,05 и гсмнсратурс 37’.

Концентрацию фумарата и реакционной среде определяли мет< том отбора проб, 
сисктрофотометрячсеки. при длине волны 240 нм после 2501)-кр:п'ною рп.опадения г» 
дастиллировапной воле.

Количество биомассы приведено в переймете на сухом нес
Представленные п работе данные ннлнкмеи средними значениями нс менее трех 

измерений в каждой точке, при зк»м среднее епклонснис нс прсиышх’.о .՝ с

Результаты и обсуждение. Влл.яни.с БА-42'Т на проявление 
аспартазной активности клеток. 11а 
фумаровой кислоты в присутствии 
различных концентраций БА-420. Как 
видно из рисунка, в первом 
Контрольном опыте в отсутствие ПАВ 
в течение всего эксперимента 
(~120.мин) изменения концентрации 
фумарата нс происходят (кр.1). 
Второй контрольный опыт, где 
использована дезинтегрированная 
воздействием ультразвука биомасса, 
показывает линейное паление 
концентрации фумарата до 80%-ном 
конверсии (кр. 2). Исходя из этого 
при обработке результатов опытов 
ограничивались указанно։։ глубиной 
конверсии фумарат, г.е. сохраняли 

рис. 1 приведены кривые расхода

5 2Р -О 60 ЛС Г, «1?«

Рис. 1. Кинетика цйсход.1 фумарата под
действием асларгапы £. ягг,։Оеа в присутствии 
различных концентраций БА-420 ([Б]՜ 1М; 
рН8,5;Т-37*;[клетки1=4мг/мл 1БА-420)х104 О, 
|1); 0. дезинтеграция ультразвуком {2}; 5.4 (3); 
10,8 (4); 13.5 (5); 3,2 (6); 4,3 (7))

условие [8]»К։||. При воздействии опэимальных концентрации БА 420 
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на клетки кривая расхода фумарата (кр 3) практически воспроизвел 
кривую второго контрольного опыта. Концентрации БА-420 вы: 
оптимальных в начальный период способствуют потреблению фума| 
далее, в лечение опыта, процесс постепенно замедляется и выходит 
нулевую скорость (рис. 1.. кр 4). Воздействие концентраций БА-421 
ниже оптимальных описывается кривыми типа 5. Как видно из рис I 
эта кривая имеет Б-Об разный характер. Таким образом, при волдсйст) 
БА-420 наблюдаются три типа кривых исчерпания фумарата.

Парис 2 приведены кривые кишси мости относительной скоро 
расхода фумарата от времени для указанных выше концснтрапиоН)

Рмс. 2. Зависимое։։. скорос։и расхода 
фумарата от времени под действием аспартазы 
Е. яго/Оса « присутствии различных вомцемтраций 
БА-420 ЦБ)֊1М; pH в,5; Т=37։; («лвт«м)=4мг мл; 
[БА-420]х1 О* = 6,5 П): 10,в (2); 13,5 (3); 3.2 (4); 
4.3 <5)>.

интервалов детергента. Лилл| 
приведенных кривых показ! 
вас г что при оптимально 
концентрациях БА-420 скорое, 
реакции и «начально и мео 
максим.ыьнос шачение (ирису 
шее данной партии клеточнЫ 
биомассы) и сохраняется до 
конца опыта (К0%-ная кон­
версия). В области ВЫСОКИ! 
концентраций детергента увели 
чсние приводит к уменьшени 
начальной скорости расход 
фумарата и сравнительно быст­
рой инактивации биокатали­
затора (кр. 2 и 3). При концен­

трациях детергента ниже оптимальных после установления начальн<
скорости наблюдается экспоненциальное ускорение реакции погребло

Рис. 3. Зависимость начальны! 
скоростей расхода фумарата под действием 
Аслартаэы Е.агохТел от «о.цеитраини БА- 
420 ((5!-1М. pH 0.5; 7 37՛)

фумарата (кр. 4 и 5) 
максимального значения, харак­
терного для данного образца био­
катализатора.

На рис.З. приведена зави­
симость начальной ско|кк*ти |юс-
хода фумарата от концентрат 
БА-420 Как пилно, зависимое
М=Г ([БА 420|) имеет три Яр» 
выраженных участка, а облает 
оптимальных концентраций лстср 
гейта находится в пределах 5 
9,7x10 4М при концентрации 
клеток 4 мг /мл.

Проявление аспарта 
ЛКТИЛНОСТИ «» присучу пи»и П 
ЭЙШКЮЮУТИ от коншшти
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клеток в реакционной среде. Вариацию концентрации клеток проводили 
при концентрации БЛ-420. равной 6,4x1 О՜4 М (область оптимальной 
концентрации). Как показывают данные, приведенные в таблице I, с 
увеличением концентрации клеток в реакционной среде натлтьная скорость 
потребления фумарата увеличивается, за исключением последней 
концентрационной точки. Рассчитанные удельные (на единицу биомассы) 
скорости практически равны между собой, за исключением последней, 
значение которой на 30% ниже остальных. 11ри самой низкой концентрации 
клеток в реакционной среде наблюдалось замедление потребления 
фумарата, начиная от -40%֊ной конверсии.

Обратимость воздействия БА-420 на клетки, Опыты по выявлению

Таблица I. Зависимое։ь проявляемой аспартазной активное!и от концентрация 
клеток Е.апнйеа в реакционной среде в ирису)сити 
|БЛ-420|=6.4х!04 М. <(Я|Н М; pH 8,5; I = .Г՛)

Концентрация клеток 
Мг/.мл

1

Унабл. ( от. ел ) 16,0 30,2 63,5 06,0

Ууд. (оти. ) 16.0 15.1 15.8 11.1

обратимости воздействия БА-420 на микробные клетки Е.агЫ(1са 
проводились по следующей схеме: после добавления в реакционную среду 
оптимальной концентрации ПАВ (-5x10 ՝ М) половину реакционной среды 
центрифугировали и выделяли клеточную фракцию, которую рссуспен- 
дировали в таком же объеме раствора субстрата, а другую половину 
оставляли в качестве контроля. Результаты опыта показали. что 1рансиор։- 
ные ограничения, снятые воздействием ПАВ. нс восстанавливаются при 
переводе биомассы в свежий раствор субстрата. Количественное сравнение 
начальных скоростей потребления фумарата в контрольном опыте и в опыте 
с ресуспендированными клетками показало отсутствие вымывания 
аспартазы из клеток в период проведения опыта.

Интерпретация полученных нами результатов основана на 
адсорбционной модели взаимодействия ПАВ с микробными клетками 
[6,11|. Основными моментами модели являются: сорбция ПАВ на 
поверхности клетки, солюбилизация структурных элементов клеточной 
оболочки, взаимодействие ПАВ с внутри клеточным матершыом (в том 
числе с ферментами). В свете этой модели, учитывая, что сорбция ПАВ 
приводит к образованию каналов, проницаемых для низкомолекулярных 
соединений (субстрат, продукт), зависимость V , ,֊ Г (|БА-420[) (рис. 3.) 
можно охарактеризовать следующим образом. Повышение концентрации 
ПАВ в реакционной среде приводит к увеличению числа каналов в 
клеточной оболочке (рост наблюдаемой ферментативной активности). 
После формирования минимального числа каналов, снимающих 
транспортные ограничения, наблюдаемая ферментативная активность нс 
зависит от концентрации ПАВ. Падение последней при более высоких 
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концентрациях IIАВ связано с непосредственным взаимодействием БА՝ 
420 с аспартазой в условиях полного отсутствия диффузионных барьеров

Процесс солюбилизации структурных элементов клеточной обаточм 
отчетливо проявляется при исследовании низких концентраций БА-яМ 
(рис.2.. кр.4,5). После быстрого установления начальной скорости 
(|)срмснтативной реакции (сорбция ПАВ и образование каналов) идет боди 
медленный процесс - проносе солюбилизации, что. в свою очерей, 
вызывает нарушения в структуре клеточной оболочки и вследствие логе 
приводит К ДОПОЛНИТСЛЬНОМу облегчению ДИ(|х|)утин.

В пользу сорбционной модели говорят также данные зависимости 
проявляемой аспартазной активности от копием грани и клеток npil 

<|>икси|юв.1нной концентрации П.АВ. Так. при уменьшении количсепга 
клеток в реакционной среде концентрация свободных молекул ПАВ 
становится достаточно высоко։։ и с течением времени наблюдается 
торможение ферментативной активности При увеличении количеств։ 
клеток в реакционной среде данная концентрация ПАВ сгановита 
недостаточной для образования минимального числа кин.члов, полностью 
снимающих транспортные ограничения только пу։см адсорбции.

Результаты, полученные в опытах по изучению обратимост 
воздействия ЬА-420 на клетки Е aroidea, свидетельствуют. что при 
кратковременном вохтейстнии ПАВ образованные каналы не утрачиваютси 
после удаления IIAB. распределенного в жидкой фазе реакционной среди, 
а размеры каналов недостаточны для диффузии аспартазы во внешнюю 
среду.

Таким образом, кинетика взаимодействия БА-420 е клетками 
E.aroidea носит сложный характер. Наблюдаемые закономерности уклады­
ваются в рамки модели взаимодействия ПАВ с клетками мик|хлорганизмои 
Определены оптимальные условия для аналитического контроля 
аспартазной активности клеток E.aroidea с применением ПАВ БА-4201 |
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ИЗМЕНЕНИЕ МОРФОЭКОЛОГИЧЕСКИХ ПАРАМЕТРОВ 
СЕВАНСКОГО УСАЧА BARBUS GOKTSCHAICUS В УСЛОВИЯХ 
ГИДРОЭКОЛОГИЧЕСКИХ ПРЕОБРАЗОВАНИЙ ОЗЕРА СЕВАН

О.О. ОГАНЕСЯН, Б.К. ГАБРИЕЛЯН

Институт гиОрчзко.югии и ихтиологии ВАН Армении, 375019, Ереван

Cpiiiiiunc.'it.uijii .ik.i.iici пёКОТОрих морфожаич ■••icvKitx искачпти .чей свПлпскпгп 
усача п разные периоды эотрофкровлиия оз. Сензн показал, что в 90 с голы по 
сравнению - 40-50 и кхгн»! • со имснился ряд пластических признаков кою ищи, 
’по ямясгся слелствлем с юрозколопгкских П|кобразопан|(й яшосма. снизанных в 
основном с увеличением amponoieiiHOfi натру։ки на его jhmiioc.k тему

Կատարվել է Սևանա |ճի բեպոփ սորֆոլկոլոցիւսկւսքւցուցանիշք՚1ւ|ւի |ւասեմաս»սյկաս 
վերլուծությունը լճի էվսւրոֆացման տարթեր շրջաններում: Սրդյունթներփ վերածությունը 
ցույց է տվել, որ 40-ական թվականների համեմատ, ական թվականներին նկատվել են 
բերլրսի պլաստիկ ցուցանիշների հավաստի փո՛փոխություններ որոնք լիճքյոհամլսկարգի 
վրա ւսնտրոպոգեն ծան|ւարեոնվս;ծությաքւ inrth հետևանք ԵՆ՜

The comparative analysis oi several niotphoccologieal indices of Sevan's hartms was 
canivd out in dillcrenl periods of eutrophication processes in '.he lake Senn. I he real changes 
of some plastic characteristics of b.nbus :is a result of hydroccolo^ical cImiujcs in reservoir, 
have been observed ;n Hie 90-s, in comparison with lite 40-50$, wjiich reiaied with increase 
ofanhnphiwcnlc load on lyninosystcm.

Севанский усач - морфометрия - пластические признаки

Изменения в структуре рыбных сообществ происходят постоянно, 
причем необратимые сукцессионные и вменения в пресноводных 
экосистемах могут происходить как под влиянием климатических, так и 
антропогсиных факторов.
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Экосистема оз. Севан подвергалась длительному воздействию 
искусственного понижения его уровня для сельскохозяйственных и 
энергетических целей. Особенно резко антропогенное воздействие 
проявилось в 90-е годы, когда начавшийся новый виток дестабилизации 
экосистемы озера был связан не столькос увеличением биогенной нагрузки 
со стороны его водосборного бассейна, сколько с увеличением неконтро­
лируемых попусков воды и браконьерского изъятия рыбы.

Неблагоприятные изменения экосистемы озера в первую очередь 
затронули тс параметры рыб. которые лежат в основе формирования их 
популяций. Сократились плошали нерестилищ, сместились сроки и места 
размножения рыб. изменились характер роста, возраст наступления 
половой зрелости, соотношение полов, пищевой спектр, распределение 
в водоеме. катастрофически снизилась численность отдельных видов, 
особенно эндемичных - форели, усача и храмули. Дальнейшее ухудшение 
гидроэкологических условии водоема может привести к необратимому 
подрыву запасов эндемичных видов рыб и к полному их исчезновани.ю.

Уникальный эндемичный состав ихтиофауны оз. Севан всегда 
привлекал самое пристальное внимание исследователей, занимающихся 
проблемами экологии и сохранения редких и исчезающих видов Севанский 
усач, как и форель-ишхан, внесен в Красную книгу Армении [4] как 
вид, находящийся на грани исчезновения, поэтому любые сведения, 
касающиеся современного состояния вида, представляют огромную 
ценность. К сожалению, этому эндемичному виду карповых уделялось 
очень мало внимания, как к нспромысловому. а с 50-х гт севанский усач 
практически нс изучался.

Целью данной работы являлось выявление изменений некоторых 
морфоэкологических показателей (пластических признаков) севанского 
усача (на примере его озерно-речной формы) в связи с изменением 
гидроэкологического режима оз. Севан в 90-е голы.

Материт и методика. Материи, i был собран в июне »ikvie 1996г. л устьсвы* участках 
рек Дргнчи и Варден ик. Исследования проводили на озерно-рсчпоЙ форме севанского усачз, 
который в этот период заходит в притоки озера ДЛИ нерссгд Реки Аргичи и Варденик являются 
основными нерестовыми реками для озерно-речной формы усача. В устьевых участках этих 
рек устраиваются ыухие шбойки для промысла не$хстующсй храмули я вся поднявшаяся в 
реку рыба вылавливается с помощью специальных ловушек - гари и сеток (мест, нал։։ - 
танго). В них и попадают единичные экземпляры усача (г. основном относ игельцо более 
крупные самки, основная же часть мелких самцов (5 7см) протолит через ячею сеток и прутка 
тарп).

Всею было промерено 6,4 «хобей усача, из них 17 самцов и 51 самка
Результаты вариапионно-сгатистической обработки данных по 28 пластическим 

признакам сравнивали с данными 1948 51 гт. |10|.
Измерения проводили с точностью по 1мм, а такие признаки, как диаметр глаза и 

длины первой и второй пары усиков, с точностью до 0,5мм.
Вариаииопно-статистпчсскую.сбрягхяку всего материала приводил՛.! ни общепринятым 

методикам [5,8] ,: испил ьзоьанисм программируемого микрокалькулятора М К.-61 и пакета 
программ для биологических исследований [1.7). Достоверность различий полученных 
результатом оценивали ио таблице стандартных значений критерия i Стьюдента для уровня 
значимости Р=0,05 [5.8J

Значение Критерия оценки аостоьершкнг различий i вычисляли по формуле
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Mj -М2
1Ф =~1~ • , ?

|(ni -9*1 4(» - 9*2 ,li_*’h 

\ и । + п ֊- 2 п ։ • и ?

дли Прп։ и числа степенен стккх лм к°п *п. 2 |5|.

Результаты и обсуждение. Севанский усач Barbusyukt.se haietts (Kessler, 
1877) - эндемичный для озера пил До спуска вол озера встречался по 
всей акватории в участках с глубинами до 12м, предпочитает скалистые, 
каменистые и каменисто-галечные грунты Уловы усача составляли в 
среднем от 5 до 15 тонн в гол. а в отдельные годы достигали 24 тонн |6.9|. 
Однако к 70-м годам они редко сократились. и с середины 70 х юдов (с 
1974 । ) севанский усач полностью утратил промыеленюе значение. В 
последние юды усач источается в уловах в единичных ж юмплщхах.

В зависимости от местообитания и нереста различают три 
биологические формы севанского тсача озерную, озерно |Х։члую и речную 
|3.10|.

С|мннигсльный анализ данных показал. что м указанный промежуток 
времени значительно изменился целый ряд морфометрических признаков 
севанского усача (озорно-речная форма) как у самцов, гак и у самок. В 
таблице приведены значения признаков, по которым было получено 
достоверное различие.

К числу изменившихся признаков относится .тшна грудного плавника 
(1Р) (относительно длины тела по С.митгу i1)) При этом и у самцов, и у 
самок значение этого признака увеличилось, но у самок это увеличение 
более резко выражено. Подобные и тменсния размеров плавников рыб 
обычно наблюдаются при и вменении плотности воды водоема, что имеет 
место в настоящее время на оз. Севан в связи с началом процесса 
ятори ч н о го эвтрофи рова։1 и я.

Значительно изменились как у самцов, так и у самок высота головы 
(he) - увеличение, длина хвостового стебля (fd) - уменьшение (оба 
признака относительно .гзины тела по Смитту). а также длина рыла (г) 
увеличение (относительно .глины головы (С)).

Кроме того, у обоих полов изменились размеры пос глобального 
расстояния (рО) - уменьшение (относительно длины головы (С)), что 
также может укалывать на изменение фи шко-.химичсского состава воды 
озера.

И членения остальных исследуемых при таков не сошшакп у самцов 
и самок, признаки, достоверно изменившиеся у самок, у самцов нс 
достигли необходимою уровня значимости, и наоборот Так. у самок 
достоверно огличались наименьшая высота тела (h), иысога спинного 
плавника (1։1)), высота анального плавника (ИА), длина брюшною 
плавника (IV) и заглазничный отдел головы (рО) nice ни при знаки 
относительно длины тела по С митту) > самцов же такими признаками
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Таблица 1. Пластические признаки самцов и самок озерно-речной формы 
севанского усача в разные годы.

Пол Годы М Колебания 11

самим 1948-51IT.
1996

108.5
118.2

70-221
94-198

50
17

самки I94S-51JT.
1996

183.Г
169.4

136-2.30
122-214

48
51

признаки самцы самки

Mini, % аоето- 
всрносп. 
рахчичий

.М+п։, % аосго- 
№ф||ОСП> 
рзхчичий

1984-51П.' 1996г. 1984-$ Вт. 199<>г.

ОТНСМ.-ЮСЛ1.НО длины тела по Смитту (П
Наименьшая высота 
1сла 1»
Длина хвостового 
сзеб.тя rd 
Акшорсачыкк* 
расстояние ;»1> 
ПосгдорсальнОе

1 расстояние аГ) 
Высота шчовы he 
Пснтроанадыюс 
расстояние V-A 
Высота спинного

| плавника hl) 
Длина основания 
an.vibHoiv плавника 1А 
Высота анального 
плавника ИА 
Длина 1 рудного 
плавника IP 
Длина брюшною 
плавника IV 
Загкпншшый отдел 
головы ро

9.9010.08

20.8110.01

51 06*0.20

J8.7110.18
112910.12

22.4710.17

15.6110.22

7.51Ю.12

16.38+0.29

17.51+0.14

16.32+0.15

11 -34+0.09

9.8510.12

18.3610 22

52.1910.30

37.6510.43
16.6910.19

23.7210.43

15.7510.21

8.3810.20

15.67*0-40

18.14+0.17

16.2110.211

11.351029

+

+

+
+

+

*

+

■

1 ♦

9.1110.09

2o.mo.2o

50.97r0.26

J9.7610.38
13.1)610,12

2.1.62+0.25

14.3210,25

9.0010.10

19.25Ю.16

16.5510.15

14.3510.17

11.8010.1

9.8310.16

18.6710.22

51.5310.26

JS.63tO.32
16.5510 16

23.9110.1$

15,0110 19

9.3ОЮЛ5

18.1310.19

17,68+0.18

15.3210 17

122510.18

ь 

+

+

относительно .'ПИНЫ ГС1Ю11Ы (С)

ГорИИ>1ГГ<Х11.11иЙ 
диаметр гт.тла и 
Длина рыча i 

1 Длина 1 пары усиков 
' Длина II пары уемкон

IS.DO1O.23
J8.6JtO.3l 
14.53+0 33 
20.18+0.32

19.2810.68
41 13±0.44
16.8810.4

23.39+0.88

г

г

14.79-0.22

16.0210.35
21.9310.39

1 ----------------

15.1210.26
4 3.7710.62
17.86+0.35

2.311710.553
+

являлись антедорсальнос расстояние (аО). вснтроанальиое расстояние (V- 
А) и длина анального плавника (1А) (вес относительно длины чела по 
Смитту), а также горизонтальный диаметр глаза (о) и длина второй нары 
усиков (оба относительно длины головы (С)).

Наблюдавшиеся изменения морфоэкологических признаков только 
у одного из полов связаны, по-видимому, с имеющимся половым димо­
рфизмом у севанского усача, который выражается нс только в физио­
логических и некоторых морфометрических признаках, нои в темпе роста 
и возрасте достижения половой зрелости. Отсюда и неадекватность реакций 
организма самок и самцов усача на изменения среды обитания.
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Но остальным исследуемым морфомст ри чески м признакам нс было 
выявлено достоверных различи։։.

Вее наблюдаемые изменения морфоэкологических параметров 
севанского усача свидетельствуют о серьезных нарушениях в экосистеме 
водоемов, связанных с антропогенными преобразованиями озера Севан. 
Подобные изменения морс|юэкологичсских параметрон были отмечены ранее 
л у севанской храмули |2|.

Таким образом, в условиях продолжающегося антропогенного 
воздействия на оз. Севан популяция севанского усача, так же как и все 
рыбное сообщество водоема, находится в крайне нестабильном состоянии.
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МЕДВЕДИЦЫ РОДА 4WT/4SCHRK. 1801 ( LEPIDOPTERA, 
ARCTIIDAE) АРМЕНИИ

Н.Х. АКОПЯН
Институт юалогии ИЛИ Армении. J75(144, Ереван

Ддны описания имаго н оригинальные рисунки гетгг.тчиП грех пилон медпммЦ 
из рода Arvtia Sckrk (Antia capi I... Anna het* /.., Arctia %Ulka /. ). npc,icriinflCl<l6l|<X I ; 
Армении

SfMjiud l.b iiu/iuuuiujunuj inwpm&ltud wp?ujf»|ipljn(rbfh ArdmSchik ybi||։3inhuuil4i | 
(A/c<ut г.?/*/ I. Atvt/et bebtf L Arab» -ca L ) pduiqnfibpfi liJ|inpuiq(wiipjnifjLi I. i)bnud|w6 
opquifjfjbp|i jni piuhiinnntU йЦшрйЬрр

I lie description of im.ijto arid oagnul figures of «cnH.its of tiger moth (genus ЛлМ I 
Schrk.) ) species Л-Ьгля caja I , Arena het* I.., Arefia viDiea I ) ik'stribuied in Аппешл Aft 
presented

Фауна Армении - медведицы рода Arctia

В статье дана функциональная мо|)фа>юпм1 гениталий самцов в са 
3 видов медведиц рода Arena на материале. фиксированном в 70%-н 
спирте. В литературе имеются некоторые сведения о гениталиях сам 
медведиц |1.2|

.Arctia caja Linnaeus, 1758.
Linnaeus, 1758. Systems naturae, ed. X:500

Основные размеры: размах крыльев от 60 до 80мм; тайна переда 
крыльев 25-35. ширина 15-17, пина задних крыльев 21-25, ширина 
16; длина тела 19-22; пина усиков 10-12.

Внешность бабочки. Переднее крыло темное, красновато-бурое 
округленной вершиной и выпуклым внешним краем, с тремя псрсвязЮВ 
У переднего края два клиновидных, продолговатых белых пял 
Медиальные и умбральная перевязки соединены задним концом в фиг 
в виде трезубца Задние крылья ки наварно-красные. с пятый черны 
пятнами, из которых три. а иногда и четыре. больше пятого. Бахрф 
светлее основной окраски крыла. Усики белые, у самцов коротк 
гребенчатые, у самок .таинныс. редко гребенчатые. Патагии и теп 
густо покрыты темными волосками, с карминно-красным краем. Брил 
такого же цвета, как задние крылья, с черными Персия «ками. IJIyni 
щетинистые, хоботок слабо выражен.

Бабочка летас; с июня до августа 8с;рсчасгся повсюду, ни 
обычен.

Гусеница последнего во»расга длиной около 60мм, в молодс! 
черноватая с красно-желтыми спинными и боковыми полосками и серп 
волосками, нзррстая ч рн.ш, и очень длинными черными, у вериг 
седыми волосками Встречается в конце весны почти на всех травянис 
растениях Пере шмошjвлет гусеница Окукливается на земле, в тон 
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грязнотбслом коконе, переплетенном с волосками. Куколка черная.
Гениталии самца. Широкий куполообразный тегумси со слегка 

заметным швом переходит в небольшой треугольный ункус (рис.1).
Вальвы, постепенно суживающиеся к вершине, лоластевидныс, со 

сближенными основаниями. Вентральный край вальвы неровный, е 
неглубокой выемкой. В основании костального края вальвы находится 
сильносклеротмзиронанный, шишковидный вырост.

Эдеагус (рис.2) довольно широкий, длинный, проксимально 
изогнутый. Возика покрыта многочисленными корнутусами.

Гениталии самки. Анальные сосочки (рис.З) широкие, с тупыми 
вершинами. Задние апофизы короткие и широкие, 
сильносклсротизированныс. Передние апофизы тонкие, 
слабосклеротизированпые, концы их загнуты наружу. Остиум маленький, 
ромбовидный. Склсротизированный антрум длинный, в виде широкого 
цилиндра, слегка сужается в месте соединения с дуктусом. Бурса в 
проксимальной части в грубых складках, с двумя сигмами л виде округлых 
бугорчатых пластинок.

Распространение; Европа. Россия, Кавказ, М.Азия, Сибирь, 
Япония. Армения.

Материал. Кировакан, 10.08.1939 (Алоян А.); окр. Гориса 15.08.1953 
(Варднкян С.): Ереван, окр. Б.С. 07.05.1954 (Варликян С.): Стспанаван, 
08.08.1963 (Тсртсрян А.); Кафанский р-н. с. ШишКерт, 03.07.1970,с. Пав, 
28.08.1970 (Пустоваров В.); Разданский р-н. с. Азат, 09.07.1991 (Акопян 
Н.); Амасийский р-н, окр. оз. Арии, 05.08.1991 (Акопян Н.).

Arctia hebe Linnaeus, 1764.
Linnaeus, 1767. Systems Naturae, ed.XI 1:820

Основные размеры размах крыльев 5О-55мм; длина нс|>едних крыльев 
20-24, ширина 8-9; длина задних крыльев 16-19. ширина 9-10; длина тела 
18-20; длина усиков 12֊ 14.

Внешность бабочки. Передние крылья черные, с широкими белыми 
поперечными перевязками, окаймленными ржаво-красными каемками 
Эти полосы проходят от переднего края к заднему. Обе ближайшие к 
внешнему краю поперечные перевязки связаны посередине. Задние крылья 
светло-красные, с черной бахромкой, перед внешним краем с двумя 
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большими черными пятнами, у середины с черно»։ перевязью. Голова и 
грудь черные, патагии с красной каемкой. Брюшка светло-красное. Усики 
у обоих полов черные, i рсбенчатыс.

Бабочка летает с мая до июля в теплых, солнечных, невозделанных 
(целинных) песчаных областях, предпочитает известковые почвы. 
Встречается нечасто.

Гусеница черная, е длинными серо-черными, на боках ржаво­
красными волосками. Голова черная Встречается с мая до июля на 
травянистых растениях: тысячелистник Achillea millefolium молочай - 
Euforbia L.\ шездчатка - Slellaria media С.; лебеда - Chenopodium L. 
Перезимовывает гусеница. Куколка черно-бурая. в бело-сером коконе, 
перемешанном с волосками. Окукливается на земле.

Гениталии самца. Ункус (рис.4) укороченных клювовидный, 
гнатос в форме млн ши. Вальвы широкие, простые, без каких-либо 
вьцюстов, прямоугольной (|юрмы.

Эдеагус (рис,5) широкий и длинный, равномерно 
склеротизированный. проксимально изогнутый. Велика без корнутусов.

Гениталии самки. Анальные сосочки (рис.6) с широкими плавно 
округленными вершинами. Задние и передние апофизы 
склсротизированные, задние в три раза длиннее передних. Остиум 
маленький. Дук тус широкий и длинный, со склсротизированнои стенкой 
Бурса нежноперспончатая. овальная, с двумя сигнами в виде округлых 
пластинок, покрытых мелкими шиииками

Распространение: Европа. М.Азия, Армения.

И։'

Материал. Разданский р-н, Цахкадзор. 1911 (Малюженко А.); 
Красносельский р-н. с. Щоржа. 192(1 (Шелковинкой А.): Амасийский р 
н, окр. оз. Арии. 15.06.1949 (Акрамовская Э.): Ачинский р-н, Дзитзнков, 
28.05.1951 (Тер-Григорян М.); Ереван, окр. Зоопарка. 29 04.195^ (Вардикян 
С.); Ленин, сслекн. станция, 03.06.1961 (Арутюнян X.); Стспанаван. 
08.08,1963 (Тсртсрян А.); Кафанский р-н, с. Пап. 01.07.1970 (Пустоваров 
В.)՜. Абовянский р-н, окр. Гарин. 12.05.1985 (Бадалян Д.). Абовянский р­
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и, окр. Лусакерта, 10.05.1989 (Акопян Н.).
Arctia villica Linnaeus, 1758.

Linnaeus, 1758. Systema Naturae cd. X:50l
Основные ]Х13.меры: размах крыльев 50-6<)м.м: длина передних Крылов 

22-24: ширина 11-12; длина задних крыльев 12-19. ширина 10-13. длина 
тела 13-20; длина усиков 6-9.

Внешность бабочки. Передние крылья продолговатые, черные, с 
восемью крупными светлыми пятнами. Задние крылья оранжевые, с 
черными пятнами, лежащими преимущественно около внешнего края и у 
вершины, иногда сливающимися в большое черное пятно Голова и грудь 
черные, гсгулы с характерным белым пятном. Брюшко желтое, с налетом 
киноварного цвета, с тремя рядами черных пятен, снизу черное, с красной 
продольной полоской. Усики черные, у самцов гребенчатые, у самок - 
нитевидные. Время лета в июне июле. Бабочка обитает в парках, на 
солнечных склонах, приусадебных участках. Вид обычен.

Гусеница толстая, черная, с гуслями бурыми волосками и темно 
красной головой. Живет осенью и весной, питается листьями многих 
травянистых растений. Перезимовывает гусеница Окукливается на земле 
в грязно-сером, тонком коконе.

Гениталии самца. Ункус (рис.7) массивный, длинный, сильно 
отогнут проксимально: В развернутом виде имеет сложный рельеф (рис.8)

Вальвы чрезвычайно хитилизированные, прямоугольные, со 
сближенными основаниями и удлиненными куку i псами. Тегумсн 
седловидный. Юкста колбовидная, с медиальной насечкой Эдеагус 
(рис.9) широкий. проксимально изогнутый. Вешка с многочисленными 
корнутусами.

Гениталии самки. Анальные сосочки (рис. 10) овальные. покрыты 
нежными волосками Зад։ . апофизы в три раза длиннее пе]>едних, сильно 
склеротизированныс. Остиум овальный, с мелкими поствагинальными 
пластинками. Стерпит 7-го сегмента брюшка густо покрыт токами чешуи, 
расположенных беспорядочно. Луктус широкий. Бурса мешковидная, с 
тремя емгиами округлой формы.
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Рис 'О

Распространение; Европа. Кавказ. М.А.зия. Армения.
Материал. Сгепанаван. 07.07.1920 (Малюжснко А.); Алове# 

07.07.1952 (Вардикян С.); Кафанский р-н, с. В.Хогана, 06.08.1982 (БадД 
Д.). Носмберянский р-н. с Кохо, 28.05.1987 (Бадалян Д.); Вайкскин 
н. с. Гсргср, 23.06.1988 (Акопян Н.); Масисский р-н, с. Н.Харбс| 
15.07.1990 (Акопян Н.); Ереван, сад. 21.06.1991 (Акопян 11.); Раздана 
р-н, с. Азат. 10.07.1991 (Акопян И.); 10км восточнее г. Вайка, 29.05.1995 
(Калашян М.); Горне, 31.05.1995 (Калашян М.); Аштаракский р-н, с. 
Антару г. 27.06.1995 (Калашян М.).
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ОБ ИСПОЛЬЗОВАНИИ ТЕСТА ПВОСТАТ-СПЕЦИФИЧЕСКОГО 
АНТИГЕНА В ДИАГНОСТИКЕ РАКА

А.А. МУРАДЯП, 10. Г. ЗОГРАБЯН, А.Х. АВАКЯН

Урологическая клиника РМЦ "АРМЕНИЯ", Ереван 775073

Представлены данные исследования уровня простат-специфическою 
aifTHieHa(PSA) в сыворотке крови больных in различных yjxuiotических клиник г. 
Еремнлс дальнейшейпатогисталопмескойверификацией. Выпиленачупстнитен.нос։ь 
PSAb различных возрастных группах и его высокая чувствительность на ранних этапах 
развития рака (75%).

Հետազոտվեւ են Երևան քաղաքի տարրեր ւոաւլոդիական կյինիկաների հիվանդների 
պրոստատ-սպեցիֆիկ անտիգենի (PSA) մակարդակը արյան շիճուկում դրանց հետագա 
պաբոհիստպոգիական հաստատմանը: Հայտնաբերվել է PSA-ի զգայունությունը տարրեր 
հասակային խմբերում, ինչպես նաև նրա բարձր զգայունությունը քաղցկեղի զարգացման 
սկզբնական փուլերում:

The prostate specific antigen (PSA) level in blood scrum with the luithei 
pathohystological confinnation in patients from Ilie different urological clinics of Yerevan has 
been investigated. The PSA sensitivity in different age groups and its high sensitivity in early 
jtages of the cancer development has been revealed

Диагностика рака простаты - простат-специфический антиген

Неуклонный рост заболеваемости раком предстательной железы 
(РПЖ) и отсутствие до настоящего времени надежных неинвазивных 
истодов для определения распространенности заболевания побуждают 
исследователей разрабатывать новые подходы для решения лих задач. 
Многообещающим направлением в диагностике и мониторинге рака 
простаты является определение ассоциированных с опухолью маркеров в 
сыворотке крови [1].

После первого сообщения [6J о роли кислой фосфатазы в диагностике 
рака простаты в 1936г. исследовано около 40 возможных маркеров |5]. На 
сегодняшний день чувствительность PSA к раку простаты превышает 
таковую простатической кислой (|юсфатазы. что даст основание считать 
тгсл антиген лучшим из ныне существующих биологических маркс|Х>в рака 
предстательной железы 18,9).

Согласно данным Республиканского ин<|юрмационно-аналитичсск<ио 
центра Министерства здравоохранения Республики Армения (РИАЦ М3 
РА), число больных за период 1988-1996г. увеличилось в 1.5-2 раза )3]. 
гпо связано не только с действительным ростом заболеваемости, но и с 
улучшением диагностических методов. Однако, рассматривая статистику 
стадийности, можно заметить, что удельный вес больных в 1988г. из числа 
больных с впервые в жизни установленным диагнозом на начальных стадиях 
(1 и 11) составил 32,2% )3] от общего числа больных той же группы. 13 
1996 году удельный вес больных с I и 11 стадиями составил 22.2% |3| от 
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общего количества больных с впервые в жизни установленным диагнозом 
РПЖ. Уменьшение числа больных с диагностикой РПЖ на начальных 
этапах связано, по-видимому, с поздней обращаемостью и отчасти 
отсутствием профилактических осмотров. В Армении с 1997 г. в 
клиническую практику широко внедрен тест PSA. что позволило заметно 
увеличить выявляемость рака простаты. В данной статье нами ставилась 
задача провести корреляцию между чувствительностью PSA к раку простаты 
и возрастом.

Материал и методика. Ними изучены данные <х» уровне PSA н сыворотке храпи 232 
папиентов различных ВОЗрЗСТЦЫХ ipvnil. ОбрДШЛШПИХСЯ R СВЯЗИ С дизурией В ypoJUMWUXKHC 
клиники г. Еревана (РМЦ "Армения", Институт Хнрурти им Микл «лян;». Мея. центр 
“Эребунн". Мед центр “.Мглапия”). Исследования проведены в клипико-лиапюстшгсском 
отделении НИЗ РА кол руководством д.б.н Ананяна А.Х. Метод определения - нммунио- 
фермептмый Возраст пациентов - от 48 до 85 лет Возрастные группы раслрсае сены следующим 
образом; 4О-5Олст 12чсловск (5,17%); 51-бОлст бОгсловск (25.8%); 61-70дст 108чсловск 
(46,5%); 71-80лст - 44чс.1пнска (18.96%) и 81 юл и старше - 8 человек (3,4%). ( тапианарно 
обследовались 103 пациента включая гистологическое исследование (операционный и 
биопсийный материал), из которых у 44 гистолоппески верифицирован рак простаты (в 
рад вечных пэтоморфологичсских модификациях), в том числе и 8 пациентов (19%) на сталии 
с тяжелой дистиггпией с нсискдючонпы.м раком "in situ"

Результаты и обсуждение. Уровень PSA выше нормы (4 нг/мл) 
наблюдался у 84 пациентов (36,2%), из которых у cojxjku четырех (52%) 
проведено гистологическое исследование оперативного и биопсийного 
материала. В результате у 30 (68,2%) из них выявлен рак. У остальных 59 
(57.3%) из 103 гистологически проверенных пациентов с допустимым 
уровнем PSA (< 4 нг/мл) этот диагноз установлен у 14 пациентов (23,07%). 
Распределение по возрастным группам показано в таблице 1.

Таблица 1. Общее количество гистологически исследованных пациентов 
с высоким и допустимым уровнем PSA в сыворотке крови 

в различных возрастных группах
--------Во ф&.'ТПЫС Группы 41-50 51-60 61-70 71-80 81 > Всего в абс. 

числах
Всею пациентов, % 5.17 25,8 46,5 18.96 5.4 232
Уровень ESA выше 4 нг/мл. % 3.57 19.0 41.6 31.0 4,76 S4
Гистологически проверено 0.97 20.4 53.4 20.4 4.85 103
А’ 83,3 57.1 69.2 30
Б - 6.7 23 5 37,5 - 14
Всего диагноз рака 
устаионлен, % 5,81 ш 11,6 2.91 44

•Примечание: X -% пациентовс гистологически усыновленным ли.ннозом рак or группы с 
высоким уровнем l*SA н сыкорогкс кроки. В % nmiHcirroB.c лож1«м.’гр։’1ь1тс.1ьным1։ данными 
о։ . группы с допустимым уровнем PSA в сыворогкс крови, ввиду mmoiu кшичсспм 
пациентов данные возрастной группы 40-50 и 81 и старше в статистической «брабсугке ice 
учтены

Как видно из таблицы, наибольшая чувствительность выявлена в 
возрастной группе 51-60 лет (83,3%), наименьшая - 61-70 лет (23.5%). 
Наибольшее количество ложноогршкггельных результатов замечено в 1 руппе 
71-80 лет (37.5%). наименьшее - в группе 51-60 (6.7%). Очевидно, это
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связано с тем, что с возрастом допустимый уровень и чувствительность 
теста увеличиваются. Графически вышеизложенное представлено на рис. 
1 и ?..

ЗоарЛсскко группи

• Pnx 1 Ддеппмл

Рис. 1 Выявление рзка при высоком 
уровне PSA (> 4 нг/мл).

Возрастные группы 
• Рик □ Аденома

Рис- 2 Выявление рака при допустимой 
норме PSA {< 4 нг/мл).

В |К‘Зультагс у 44 больных (42,7%) и ։ 103 стационарно обследованных 
и леченых (включая гистологические данные) установлен диагноз "рак 
простаты". Из 8 больных (18%) с установленным диагнозом ’’тяжелая 
дисплазия" нс исключен рак "in siiu". у шестерых (75%) наблюдался 
повышенный уровень PSA в сыворотке крови, что свидетельствует о 
ценности теста PSA в качестве стимулятора дальнейших шагов 
диагностического алгоритма в выявлении ранних стадии заболевания.

До сих пор вопрос о лечении больных раком простаты на этой стадии 
остается дискутабслиным. Некоторые авторы придерживаются точки зрения 
так называемой отсроченной терапии [2]. Однако выявление этого 
контингента больных для дальнейшего мониторинга и лечения является 
несомненным достнжени в диагностике и лечении РИЖ |Ю].

Необходимо отметить, что наши данные ь отношении того, что тест՛ 
PSA не может являться самостоятельным скрининг-тестом. коррелирует 
сданными ©стерлинга и др. [7]. он может применяться лишь а комплексе 
диагностических мероприятий. У 59 пациентов с допустимым уровнем 
PSA рак установлен в 13 случаях (22,03%). что подтверждает невозможность 
самостоятельного скринирования пациента посредством теста. 
Исследования, связанные с возрастом больных, лишний раз свидетель­
ствуют о том, что рак простаты имеет возрастную зависимость. Мнение 
некоторых зарубежных авторов 14]. согласно которому одним из факторов 
увеличения числа РИЖ является увеличение продолжи гс.шности жизни, 
нс потвсрдилось нашими исследованиями в условиях Армении. Поданным 
РИАЦ М3 РА. средняя продолжительность жизни мужчин н Армении - 71 
гол в 1986г. и 69 лет в 1996г. |3|. существенно нс изменилась, а 
заболеваемость возросла в 1,5-2 раза. Уменьшение количества больных 
РПЖ в старших возрастных группах (71 80 и 81 и выше) объясняется 
именно уменьшением средней продолжительности жизни мужчин в 
Армении.
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Таким образом, можно утверждать, что прохождение теста PSA в 
качестве предварительного этапа диагностического поиска является 
необходимым для мужчин начиная с 45 лет.
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ИЗМЕНЕНИЕ ИНТЕНСИВНОСТИ ПЕРЕКИСНОГО ОКИСЛЕНИЯ 
ЛИПИДОВ И АКТИВНОСТИ АТФ-азы В ОНТОГЕНЕЗЕ

Г.А. БЕГЛАРЯН, Э.Р. ФРАШ’УЛЯП, Ж.С. ГЕВОРКЯН

Институт биохимии НАН Армении. Университетский центр НС и СЗ.
375044, Ереван

Онтогенез - перекисное окисление липидов - АТФ-аза

Рансе нами было показано [2]. что в слизли гол оболочке желудка и 
тонкого кишечника белых крыс синтезируются и секретируются в к-ровь 
высокоактивные антиоксидантные соединения, которые резко подавляют 
процессы перекисною окисления липидов (ПОД) в мозгобрй, 
печеночной, почечной и сердечной гкаиях. Они термостабильны, 
водорастворимы, легко проходят через клеточную мембрану. С другой 
стороны, было установлено |3|. что цитозольные фракции мозговой и 
печеночной тканей содержат вещество органической природы, которое 
обладает высокой проокешкштной активностью.

Учитывая вышесказанное и принимая во внимание важную роль 
мембраносвязанной АТФ-азы в функционировании клетки, мы 
предприняли исследования по изучению кинетики изменении активности 
выделенных нами антиоксидантных и ирооксилантног.о факторов АТФ- 
азы в различных тканях в онтогенезе.

Материал и методика. Изменение активности антиокинлаш ш.х фжюров желудка и 
гонкого кишечника изучали на срезах печеночной и молиаой гклней м-.-лых кры< После 
дскатппании животных ин. юкадл мозг и печет, и я холодных ус тилях готовили ере । I по 100 
мг), которые инкубировали в трис- НО бу<1>ерс (2 мл. pH 7.4) п течение одного часа при Г.” 
в атмосфере воздух;՛.. Об интенсивности процессов 110.1 cy.iii.ni по накоплению 
маландиадыгегида (M.’LA), калйчество которого определяли ։ю Владимирову и Арчакову [Г 
Активность нрооксидантиогофлк ibpa мозговой ткани огре делили по я шиииюс -՛.• нити иггьнбй 
фракции на интенсивность образования МДА вядерной. хнггохон,триальной и микросомальной 
фракциях этой же ткани

С целью получения ядериой. митохондрии и.ной. ми>.рисо.м»ш.ног. п цито.кчьной 
фракций гомогенат слизистой оболочки желудка и тонкою кишечника лол верпы я 
дифференциальному ценгрифутировацию при SO). ISOOO и 10SXH) е К инкубируемой пробе 
тканей добашиши фракции, сскпвстствуюшие .00 м: сырой ткани АГФ азнуто .илиннссгь 
определяли по Бош или у и corp. |4|
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Результаты и обсуждение. Как видно из табл. 1, в ходе онтогене­
тического развития интенсивность ПОЛ в мозговой, печеночной, почечной 
и сердечной тканях .зародышей крыс низкая. С возрастом эти процессы 
постепенно усиливаются и в возрасте 3 лет составляют величину, намного 
превышающую уровень ПОЛ, наблюдаемый у зародышей и новорожденных 
крыс. Следует отмстить, ч то интенсивность этих п|хшессов больше выра­
жена в печеночной и особенно мозговой тканях, что, вероятно, связано 
с наличием в них высокоактивного ирооксидантного фактора.

Таблица 1. Изменение интенсивности ИОЛ в онтогенезе 
(МД/\, нмо.ть/0.1 г тканн/ч) М±гп; п=5

Возраст ЖИВОТНЫХ Ткани
мозговая сердечная печеночная почечная

Зародыш до инкубации 3.510,5 2.8+0,3 2.810,2 2.810,1
после инкубация 6.810,7 4.6+0.5 8.010.6 4,810,5

Новорожденные (1-2 ДИ.)
до инкубации 3.610,5 3.610.4 3.210,5 2.810,3
после инкубации 8.410,8 0,4+0.7 7.610,5 7.2=О,7

15-лкевные до инкубации 3,010,3 3,210,4 3.510,4 3.2x0.2
после инкубации 26.412.5 13,811,0 18.412,5 11,2x1.1

3-мссячпые до инкубации 3,610.7 3.2+0,4 3.51'3.4 3.210.2
иоелб янкубауия 34.813.5 12.612,1 24,412.8 16,4x2,3

12-месячныс до инкубации 4.410,4 3.410.1 3.6+0.2 3.610.1
после инкубации 34.0+3.5 14.911,1 24.311.8 16.0*1 2

24 месячные до ннкуСхшии 4.ЯЮ.З 3.610.2 4.4105 3.610,4
после инкубации 39.613,5 19.212,1 26.812.9 16.411.8

36-месячиыс до инкубации 5.410.4 3.810.3 4.810.4 3.810.3
после инкубации 40,014.1 25,512,1 29.2+2,5 19.4+2.3

Опыты, проведенные на срезах мозговой и печеночной ткано, 
показали (табл. 2). что у згцхэдышей наблюдается подавление ПОЛ. что 
свидетельствует об антиоксилапшой активности как желудочного, так и

Таблица 2. Изменение активности антнокси.щншых факторов желудочно- 
кишечного тракта в онтогенезе (МДА, нмоль/0,1 г ткани/ч) п-5

Возрае։ животных Молокаи 
ткань

подав­
ления

Печеночная 
ткань

ГП П6ЛЛВ- 
ленйя

ткаш» (конгр:иь) 38.413.5 23,6+1.2
+ гомогенат же.тул. ткани зародыша 16.8Ц.6 56,2 12.2x0.6 43..3
+ гомогенат кишеч гкани зародыши 15,711.4 59.1 13,710,7 42.0
+ гомогенат жслу.т. паши наворожи 12,0+1.4 68.7 8,710.7 63.1
+ гомогенат пишет ткани поворожи. 10.510.9 7> 7 8.910.7 62.3
+ гомогенат же.тул ткани 15 лиев 8.110.9 78.9 7,010.8 70.3
* (ОМОГСНЯТ кишеч гкани 15 дней 7,410.7 80.7 7.810,6 67.0я -*■ гомогенат желу.т. ткани 3-месят 5.210,4 86.5 4,210.4 82.2

I - - гомогенат кишеч ткани 3-мссяч 4.510,5 88.3 4,410.3 81,4
• |омоген:с же.тул. гкани 12 мссяч. 6.210.4 83.9 4.8X0.3 79.7
• гомогенат кишеч паши 12 мссяч 6,0+0,7 84.4 4.2+0.4 82.2
- го.могеиаг жс-гуд гкани 18-месяч 0.410,5 83.3 4.9+0.4 79.2
- го.межчмг кишеч. гкани 18-месяч 6.010.8 84.4 4.1+0.6 82.6
-г гомогенат жедуд. ткани 24 мссяч 1Я4*0;7 72.9 5.1+0.5 78.4
• юмогеиат кишеч 1кани 24 месяч 11,21 1.0 70.8 4.810.7 ТО. 7
+ гомогенат жёлуд. гкани 36-мёсяч. 17,3'11.6 54.4 11.110,5 53.0
+ гомогенат кишеч ткани Зь мссяч 16,012.1 58.3 10.511,0 _55-5
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кишечного факторов. Активность этих факторов достигает максимума и 3- 
месячном возрасте и сохраняется на этом уровне до 18-мссячного возраста, 
затем постепенно снижается и к трем годам составляет примерно 65% от 
аналогичного показателя у 3-месячных крыс.

Активность прооксидантного фактора (табл. 3) в мозговой ткани 
претерпевает значительные изменения. У зародышей и новорожденных 
крыс она низкая. Начиная с 3-месячного возраста существенно возрастает 
и достигает максимума в возрасте 3 лет. что проявляется в усилении про­
цессов ПОЛ. Установлено, «по в ядерной, митохондриальной и микро­
сомальной фракциях мозговой ткани процессы ПОЛ протекают с низкой 
интенсивностью. Между тем при добавлении к ним цитозольной фракции 
этой же ткани процессы ПОЛ усиливаются, что связано с наличием в 
этой фракции прооксидантного фактора.

Таблица 3. Изменение проокислантного фактора мозговой ткани в онтогенезе 
(МДА, нмоль/0,1г ткани/ч) М±т; п=5

Клеточные фракции Ihnpcr жилетных
xapo.vjin i Юлорож* 

KHlfWC
15-днен- 

HNtf
3-мссяч- 

НМГ
12-мссяч- 

ны?
24-меспч 

пыг
36-мсеич- 

кые
Гкань (срезы)

.'К՛ инк>Ь;иип| 4.210.-1 4.410.5 3,810.7 4.410.? 4.110.2 4.010,? 4,810,2
после инкубации 8,410.8 9.010.8 12.211.0 35.213,2 38,213,7 40,413.9 43.213.5

Ткань + 11։ Фр 11,5*0,9 12,610,8 19,5+1.X 47,?14;б 45.615,6 43,114.6 53.715.7
Я Фр 7.5+О.8 8,210.9 8.011.0 10.0*1.? 8,010.9 10.411.2 12.411.5
Мх фр г>.о±о,ч 7.210.8 7,210.7 6.010.5 5.610.4 8.4±О> 10,411,0
Мкс фр 5.1 ±0.6 5.610.4 5,210.?

2.810,2 '
4,4 ±0.1 7,210.7 8.010.7 8.8Ю.8

Ui фр 2.210.2 2.410.3 2.610,3 2.1+0 1 4 8+0,5 4,010.3
Я Фр ♦ 11։ фр 16,0*1,7 16,211,5 11.511,7 36.613,7 12.514.8 45.413.9 49.515.1
Мх фр + 1Ь фр 18,8+2.1 18.512.4 16,6*1.6 32,513,7 35,713,5 41,914.7 39.013.7
Мкс фр * Из фр 17,511.3 18.511.9 14.211.? 2 <112.6 27.213,1 32,212.9 38,713,7
Я фр ♦ Мх фр 8.610,7 8.110.9 8.811.6 11,611,4 12.и* 1,6 12.011.5 14,011.2՜
Мх фр +М« Фр 4.410,4 6,510,7 8,010,9 8,410,7 8,310.6 9.511.1 9.010.8
Я фр + Мкс фр 7.010.9 7.1*0.5 10,510,9 11.011,5 11.211,5 10,611,6 В,511.4
Я фр' Мл фр* Мм; фр I2.M 1 ' 11,6т 1,6 11.811,5 12.411,7 14.011.5 14,0*1,7 13,5*1,0

4'3.614.5Я фр+Мх фр-Мкс фр«-Цз I8։8±2.i ■ 5 ■ 11.612.3 38.413.5 38.013.5 44.815.2

Примечание: фр - фракпнп, Я - чдершм, Мх - мишмишриз (ымд. Мкс - микросомальная Ц1 -

Габлина 4. Изменение активности АТФ-азы в различных тканях в онтогенезе 
(I’ мг/г ткани/20 мин) M±m; n~S

Возраст животных Г кан и
мол гонам сердечная печеночная почечная

Зародыш 0.13+ 0.01 0.110.005 0.110.02 0.110.02
Новорожденные (1 2лп) 0.2± 0,03 О.25±О,ОЗ 0.1510.03 0.210.03
15-дневныс 0,36+ 0,05 0.4X+0.IJ6 0.39+0.05 0.35+0.05
3-МССЯЧНЫС 0,53* 0,07 0,51+0.07 0,48+0,05 0.4110,06
12-месячные 0.5* 0,07 0,4910,06 0,4210.05 0,410.06
24 месячные 0,42* 0,05 0.4 ±0,07 О.37±О.О։> 0.35x0,07
36 месячные 0.37֊ 0.05 0.3510.06 0.31 ±0.07 0.3110.05

Из данных табл. 4 видно, что активность мембраносвязанной АТФ- 
азы с возрастном также претерпевает значительные изменения. У
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зародышей она низкая, затем, повышаясь, достигает максимального 
уровня в 3-мссячном возрасте, после чего постепенно снижается и в 
возрасте 3 лет составляет примерно 65-70% величины, отмечаемой у 3- 
месячных крыс.

Анализируя приведенные данные, можно прийти к заключению, 
что с возрастом усиливается интенсивность процессов ПОЛ. оказывающих 
подавляющее действие на активность АТФ-азы, которая играет важную 
роль в метаболизме клетки. Это связано со снижением активности 
антиоксидантной системы организма и интенсивной выработкой 
нрооксидантного фактора мозговой и печеночной тканями В результате 
имеет место деградация фос<|>ол и видного состава клеточных мембран, 
фосфолипидного состава микроокружения АТФ-азы. что приводит к 
снижению ее активности. Очевидно, что в присутствии антиоксидантов 
сохраняется интеграция клеточных мембран, фосфолипиды нс 
разрушаются, и активность фермента сохраняется на высоком уровне.
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ВЛИЯНИЕ ТЕМПЕРАТУРЫ НА БИОСИНТЕЗ 
/.-ГЛУТАМИНОВОЙ КИСЛОТЫ

Д.Г. АРУТЮНЯН, А.Е. АГАДЖАНЯН, А.А. ВАРДАНЯН

Научно-исследовательский институт ‘‘'Биотехнологии", 175056, Ереван

Биосинтез глутаминовой кислоты - температура

Бактерии Brevibacterium flavum часто используют при микробиоло­
гическом синтезе различных аминокислот, в данном случае и синтезе 
/-глутаминовой кислоты. Одним из недостатков бактерий данного рода 
является низкая температура |юста (30-32*). В процессе синтеза амино­
кислот в ферментерах повышается температура, в результате чего прекраща­
ются рост бактериальных клеток и синтез соответствующем аминокислоты. 
Следовательно, необходимы дополнительные энергозатраты иля снижения 
температуры процесса до 30-32* и поддержания ее в этих пределах.

В связи с этим очевидна практическая пслссообра шесть изучения 
условий ферментационного процесса, при которых бактсриальныс клетки 
будут способны синтезировать /.-глутаминовую кислоту при температуре 
37*.

Цель настоящей работы заключались в оптимизации условий 
ферментационного процесса и определении тех компонентов ни ппельной 
среды, которые обеспечивают микробиологический синтез / -глутаминовой 
кислоты на высоком у]ювнс при повышении температуры процесса до 37 '.

Материал и методика. И/пользовали культуру Цгех ibaderium Jlavum НИ IHA-39, 
выделенную в Армении |1), кагор.՛ н условиях колбочной ферментации при 30* к течение 45ч 
синтезирует 49г/л глутамиловой кислоты. 1,2г/л аланина, 0,4г/л глицина. Культуру 
поддерживали на мясо-пептонном агаре (МПА).

Микробиологический синтез I. -глутаминовой кислот проводили в колбах -)р..геймепера 
объемом 250мл с 10мл среды на качалке при 240-260 об/мин Посевной материал выращивали 
и колбах Эрлснмсйсра на срезе следующего состава (%): сахароза 3,0; (NTIJ.SO, -1.5: КН.IX), 
- 0.1; MuSO. - 0,001. MgSO, - 0.1; FeSO, - 0,001: мел 3.0

В процессе работы определяли глутаминовую кислоту методом бумажной хромаклуафин 
в фенольной системе [2]

Урожай бактерий пире делили турболн метрически на ФЭК М Сухой вес биомассы 
устанавливали по стандартной кривой.

В предварительных опытах биосинтез глутаминовой кислоты проводили на 
ферментационной среде следующего состава (*>) сахар - 10.0: < NH.I.SO. \ - К11. 1*0 0.1.
К.НРО, - 0.1; MgSO, 0.1, MnSO4-0,001: FeSO - 0.001. меч З.о/дсспнЮнотии 2мкг/л: 

тиамин - бООмкг/л; pH 8 |3].

Результаты и обсуждение. Для более эффективного фтермен гацион- 
ного процесса важное значение имеет продолжительность культивирования 
посевного материала.
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В табл.1 приведены результаты опытов, в которых исследова 
влияние возраста посевного материала на продолжительность (|>ермснта 
и концентрацию глутаминовой кислоты в культуральной жидкости.

Таблица 1. Влияние возраста посевной» материала па продолжительность 
ферме։ станин и концентрацию глутаминовой кислоты

Возраст посевного 11(Х1л6лжйтсльн6ст|. 1 луга миновал
материала, ч ферментации. ч кислота. г/л

8 ~60 ֊

12 48 48-50

16 48 48-50

20 50 40-42

24 54 40-42

Как видно, при продолжительности культивирования посевного 
материала от 12 до 16ч время ферментации составляет 48ч и выходок՛ 
। лугами ново։ ։ кислоты 48-50։/л.

Температурный режим играет важную роль как в процесса росп| 
бактериальных клеток, гак и в процессе биосинтеза. В табл.2 приведен։։ 
значения оптимальной температуры биосинтеза глутаминовой кислотыД

Из приведенных данных видно, что штамм НИТИЛ-39 пр։՛ 
температуре 30 32’ обладает наибольшей активностью и в наиболее королей; 
сроки достигает стационарно։։ фазы роста (16ч). При температуре 34-37*] 
стационарная фа за роста достигается через 22-24ч. При 37’ наблюдается 
снижение активности штамма, возможно, из-за увеличения щюдолжитсль- ■ 
г гости достижения стационарной фазы роста. По пому в дальнейшем 
ферментационные п|юцсссы проводили вначале при 30*. а через 16ч-при 
37*.

различных температурных режимах
Таблица 2. Физиологические показатели штамма-продуцента НИ ГИЛ-39 пря

IcMiiepajypn.
•с

Продолжительность 
фермептапии, ч

Время |«члнже 
։шя стационарной 

фазы роста, ч

1 я узам ютовая 
кислота, г/л

24 96 40 0

26 80 зи 10
28 О0 18 20

30 48 Ю 43

32 48 16 49
55 22 251_______ £_______

__________ £___________ 24 15 j

В ходе исследований было замечено, что в процессах, проходя 
при 37е, при повышении концентрации сахара в фсрмс։пацпонной С| 
выход глутаминовой кислоты резко уменьшается. В табл.З привел 
.чанные о влиянии кинцси։ ранни сахара на продолжительность ферменй 
и биосинтез глутаминовой кислоты.
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Таблица 3. Влияние концентрации сахара на продолжительность ферментации и 
выход глутаминовой кислоты

Сахар. % 11родатжкгслы։6стъ 
ферментации. ч

Гнута м и нпнл я 
кислота. г/.ч

6 40 30

8 44 44

10 47 »

L__ Н__ 50 33

Видно, что наиболее онп։мх'1Ы1ой кониснчраиией сахара является 
8% как с точки зрения активности штамма, так и п|юдолжительности 
ферментационного процесса.

Поскольку биотин играет важную роль как в процессах роста бакте­
риальных клеток В. /1а\-ит . так и в синтезе глутаминовой кислоты, даль­
нейшую работу по оптимизации ферментационной среды для процессов, 
проходящих при 37й, проводили с испОлъзопанисм различных микродобавок 
лсстиобиотина (табл.4).
Таблица 4. Влияние концентрации дестнобиотмна на коииситрлнню глутаминовой 

кислоты в культуральной жидкости*

Дсстиобпочин, мча Глутаминовая кислота . ч/.ч
4>
4

6

X
10

44
47
49
24

15

• Концентрация сахара н «)>ермсшанионной среде Х1У. продолжите чч.цсстч. ферментации 
40 •։.

Из табл.4. видно, ч՜ т оптимальной концентрацией дестиобиотина 
является бмкг/л.

Варьирование концентрации ос г.иьных компонентов ферментацион­
ной среды (азота, фос<|ю|Х1. магния, тиамина) не приводит к заметным 
изменениям параметров процессов, протекающих при 37\ пр сравнению 
с таковыми при 30е.

На основании полученных результатов была составлена 
ферментш1ИЙНпая Среда биосинтеза глутаминовой кислоты при 37е (%): 
сахар - 8,0; (NHJ;SO. 5,5; КП.РО. -0.1'; К.НРО; -0.1. MgSO. -0.1: MiiSO, 
-0,001; FeSO - 0.001; мел - 5,6; дестиобиотин - бмкг/л; тиамин - бмкг/л.

Длительность процесса ферментации 40ч при температуре 37“, выход 
глутаминовой кислоты - 49г/л. коэффициент конверсии по сахару - 61%.
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ИЗМЕНЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ В 
ПЕЧЕНИ И ОПУХОЛЕВОЙ ТКАНИ ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ 

5-ФТО РУ РАНИЛА, МЕТОТРЕКСАТА И ДЕКСАМЕТАЗОНА

II.В. ХУДАВЕРДЯН

Республиканский противоопухолевый диспансер М3 Армении. 37500!, Ереван 
Ереванский государственный университет, 375049

ЦИК РИК - противоопухолевые препараты

Терапевтический эффект большинства противоопухолевых препа­
ратов связан с подавлением ими различных навои обмена нукле-иновых 
кислот (НК) и прежде всего в опухолевых клетках |1-3|. В отличие от 
алкилирующих препаратов, которые непосредственно взаимодействуют с 
НК |1,4|, инти метаболиты (5 фторурапил, метотрексат) нарушают их 
функционирование, когда в результате воздействия препарата природный 
компонент цепи ДНК или РНК заменяется модифицированным |5,6|.

Исходя из вышеизложенного, в настоящей работе были изучены 
количественные сдвиги ДНК и РНК в печени здоровых и оп уход сносящих 
животных и в самой опухоли саркомы 45 ( С-45 ) до и после воздействия 
5-фторурацила. метотрексата и гормона дексаметазона при раздельном и 
сочетанном применении.

Материал и методика Опыты провелеик пл бе п;х беспородных крысах - самцах несом 
1(10-121) I. Декса метазон. 5-ф1орх ранит и мсгогрсксат как в силеамнкти, так и при сочетанном 
применении пио гити внутрибрхипинно но .метолу. описанному в работах (2,3)

Результаты и обсуждение. Количественное содержа!те ДН К и РНК 
в опухолевой ткани, а также в печени здоровых крыс и крыс с С-45 до и 
после внутибрюшинного применения исследуемых препаратов приведено 
в таблице.

Различия между образцами 11К здоровых животных и с транспланти­
рованной С-45 обнаруживаются по их количественному содержанию в 
печени. У последних содержание НК несколько повышено. В само։։ же 
опухоли отмечено довольно высокое содержание как ДЫК (3.4510.06), 
так и РНК (6.88+0,05). Под влиянием изучаемых препаратов содержание 
НК в печени крыс с С-45 значительно уменьшается. Тот же эффект 
наблюдается и в опухолевой ткани, где под влиянием химиопрспаратов, 
особенно дексаметазона, значительно уменьшается содержание как ДНК, 
гак и РНК.
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При раздельном применении 5-фторураиила л метотрексата 
наблюдается даже некоторое увеличение содержания РНК, хотя при этом 
отношение РНК/ДНК выше, чем при сочетанном применении (табл.1). 
В опухоли С-45 под влиянием химиопрепаратов с дексаметазоном 
количественное содержание ДПК уменьшается на 72,4%. РНК на 31%.

Таблица 1. Содержание нуклеиновых кислот в печени и опухолевой ткани при 
раздельном и сочетанном применении аптимстаболнтов и гормона

УСЛОВИЯ опыта Источник НК РНК ДНК РНК/ДНК

Норма печень 3.7810.02 7,39+0.01 0.51
Животные с С-45

без препаратов • 3.96*0.08 8.3610.01 0.47
в веде։ пл: де кеа метало։ ։ •* 3.7410.08 5.40+0.04 0.69

5-ф1орур;н։ил • 1,9510,07 3.1010.05 0.63
метотрсксчп • 1.9810.09 3,2110.02 0.62
5-։|парур.1инл+аексамег. 2.2110.01 1.71+0,05 1.29
мстотрексат+дскс.амст. • 1.97+0.07 1.4710.01 1.34 1

Животные с С-45
без препаратов опухоль 3,3210,05 6,9010.06 0.48

в sei ie и 14 :дс кс а метазо։ i • 5.2O1O.OS 2,38+0,(14 2.18
5-фторурацнп • 4.4010.02 2,13+0.09 2,07
MeroTjieKca 1 • 4.1510.07 1.97+0,09 2.1
5 ։|порурацил+лсксзмет 2,9810,09 1.9116.09 1.56
метотрексат+дексл мс г 2,9210,03 1.96+0.07 1.49

На основании полученных данных можно заключить, что 
5-фтору ради л. метот)х.-ксат и дексаметазон подавляют синтез нуклеиновых 
кнелей как в печени, так и в опухолевой ткани: этот эффект выраженнес 
при сочетанном применении химиопреиаратов с дексаметазоном. 
Отношение РНК/ДНК, которое свидетельствует о терапевтической 
эффективности исследуемых препаратов л которое, по-видимому, связано 
с глубоким торможением синтеза ДНК и РНК, в случае с 5-фторурацилом 
увеличивается в 4.3 раза при раздельном применении и 3,2 раза при 
сочетанном применении. 1 поскольку известно, что между отношением 
РНК/ДНК и максимальной скоростью роста перевиваемых опухолей 
существует обратная линейная .зависимость, данные, полученные нами в 
химиотерапевтических экспериментах, подтверждают это представление 
(43 и85% торможения роста опухоли при применении 5-фторурацила и 
метотрексата соответственно).
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ НОВЫХ ШТАММОВ ОСМОФИЛЬНЫХ 
ДРОЖЖЕЙ В ДРОЖЖЕВОМ ПРОИЗВОДСТВЕ

В.А. БАГИЯП
Институт микробиологии НАН Армении, 378510. Абовян

Дрожжи хлебопекарные - асмочувствитсльность - ферментативная 
активность - дрожжевое производство

Культуральная среда, в которой выращиваются дрожжи, содержит 
ряд веществ, обуславливающих ее осмотическое давление. Следует учи­
тывать свойство дрожжей снижать свою ферментативную активность и 
присутствии веществ, повышающих осмотическое давление, что отра­
жается в показателе их оемочувствительноепт |3]. Значение этого показателя 
в характеристике производственных рас хлебопекарных дрожжеи особенно 
возросло в связи с тем. чтоЪснонны.м направлением технического прогресса 
в дрожжевом производстве является использование ускоренных методов 
выращивания дрожжеи в высококонцентрированной мсЛассной с|>сдс (при 
КР=6*8). При этом скорость роста сахаромицетов повышается, в связи с 
чем увеличивается выход дрожжей |4,6). Однако в высококонцентри­
рованном мелисс ном растворе резче выявляется влияние вредных веществ 
сырья на дрожжевые клетки, а именно быстрее падает способность саха|Ю- 
ми истов к размножению в процессе пересевов [5].

В связи с этим целью работы являлось изыскание новых осмофильных 
культур дрожжей 8ассИаготусе,ч сегеу/яае и исследование их влияния на 
|сх пологи чески й процесс выращивания и качество п|>ессованиых пекарских 
дрожжей.

Материал и методика. ОСялктамк исс. чело ми и й служили 47 культур дрожжей ЯассЬа- 
ттусеч сеп-шае. музейных и выделенных ит заквасок; хлебного теста и муки.

Устднчнжхггь дрожжей к высоким осмотическим давлениям изучали ни средах с 50 и 
605ч (по массе) глюкозы Инкубация 4 пеле.ш р].

11 о.плмпуто силу дрожжей выявляли методом всплывающего шарика 15՛
Мальтазную и зимазную активности <>1:;хмсляли но времени выделен ня 10 мл СО. при 

сбраживании 20 мл 5% ною раствора мальтозы иди сахарозы дрожжами, взягыми в количестве 
2,551 к объему ерг.-.ы, в микро петиметре системы Еленкою |2|. Осмочуисиштслт.носгь изучали 
по модифицированной нами методике Уайта, но раэнипс но нремски между ио.сьемнрй силой 
дрожжей и тесте бе । соли и н тесте с лоиыгасниой концентрацией соли (до 4%. вместо 3.3-5% 
по Уайту) |5}, Устойчивое^ дрожжей к мсллссс определяли по методике, принсленкой п 
ренине [2|. Уле.чьнсю скороен.р<х;тз дрожжей вычисляли но мсгодике. с!;1н.шнои и руководстве 
[5| Влажность дрожжсГт оп;телс?.яян ускоренным методом, разработанным по ВНИИХПс [2]. 
Наличие пост(|р<111 ней дрожжевой микрофлоры вынитяли просмотром исследуемой про<>ы пол 
микроскопом и высевом п чашки Петри |2|.

Результаты и обсуждение. Для определения степени осмотолерант- 
ности исследуемых дрожжей изучхтаеь способность их к росту на С|>сдах с 
повышенным осмотическим давлением. Установлена однородность
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исследуемых культур дрожжей по способности к росту на среде с 50% 
глюкозы. В то время как способностью развиваться на среде с 60% глюкозы 
обладали только 25 штаммов из 47 культур сахаромицетов.

Для характеристики штаммов хлебопекарных дрожжей как произ­
водственной расы немаловажное значение имеют показатели устойчивости 
их к мелассе.

Определение стойкости дрожжей к мелассе проводили н мелассовом растворе с 
содержанием 10% СВ вместо 5%. принятых по методике, так как современная технология 
получения биомассы хлебопекарных дрожжей ориентирована на использование ускоренных 

методов выращивания дрожжей к высококонцентрированной молассовой среде.

В результате провсденногб исследования было отобрано 18 культур, 
выдержавших по 12 пересевов. Дальнейшие пересевы не проводили, 
поскольку 6 пересевов достаточно, чтобы считать штамм на 100% устой 
чивым к мелассе. Используемая в эксперименте в качестве контроля 
производственная раса Одесская 14 выдержала только 8 пересевов.

Однако дрожжи, устойчивые к высоким осмотическим давлениям, 
создаваемых։ в среде сахарами, не всегда так же устойчивы к давлениям, 
создаваемым солями. В связи с этим изучено влияние повышенного 
содержания поваренной соли (до 4%) на подъемную силу дрожжей. Под- 
твердилась:зависимоеть бродильной активности /цхгжжейот концентрации 
поваренной соли в среде. Тем нс менее все испытанные 18 культур по 
показателю осмочувствитслыккти от 0 до 10 мин отвечают требованиям, 
предъявляемым активным расам хлебопекарных дрожжей 11 ].

Исследование чувствительности дрожжей к соли показало, что в 
значительной мере степень чувствительности зависит как от самого 
штамма, так и от вила сбраживаемого сахара. Выявлено, что в наибольшей 
степени соль подавляет сбраживание мальтозы и и меньшей степени ֊ 
глюкозы и сахарозы. Изучение влияния хлористого натрия на мальтазную 
активность 18 культур дрожжей показало, что менее чувствительными к 
соли являются 7 штаммов. Из таблицы 1 видно, что скорость сбраживания 
мальтозы этими штаммами хлористый натрий в концентрации 1.5% вообще 
нс снижает.

Таблица 1. Влияние хлористого натрия на подъемную силу и мальтазную 
активность наиболее осмостойких культур дрожжей

Штаммы Мальтазная активность, 
.мин

11одьемная сила, 
мин

ОСМОЧУВСТВИ- 
1с.1Ы10сп>. мин

без КаС1 МаС1 1 .5% (к-т ЧтС1 \’аС1 4%

623 25 25 6 5 0
623 30 30 6 10 4
625 30 30 8 11 з
629 24 24 9 1.1,5 4.5
633 26 26 9 10 1
604 25 25 9 12 3
605 

раса О-14
30 12 13 1

(контроль) 60 75 16 28 12
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В процессе производственных испытаний отобранных штаммов в 
условиях Абовя некого завода пекарских дрожжей выявлен ряд преимуществ 
штамма З.сеге\։хае 623 по сравнению с остальными, а также контрольным 
штаммом. III гамм 623 благодаря высокой осмостойкости показы в процессе 
выращивания дрожжей в молассовом растворе концентрацией 16% СВ 
повышенную удельную скорость роста (0,354 ч՜ вместо 0,249 ч 1 у 
контрольного штамма), а также высокую урожайность (выход дрожжей на 
7% больше, чем на расе 0-14). Прессованные дрожжи, полученные с 
использованием штамма 623. отличаются повышен!ним содержанием сухих 
веществ - 30,2%.

Кроме того, штамм 623, за счет способности развиваться в среде с 
повышенным осмотическим давлением, позволяет при ку пливировании 
в нес герильных условиях получать засевные дрожжи для товарной стадии 
с содержанием диких дрожжей в культуральной жидкости не более 0,5%, 
что в 2 раза ниже норм, установленных в дрожжевом производстве, в 
результате чего подъемная сила ютовой продукции улучшается до 17,5-21 
мин. Это полностью согласуется с литературными данными о том. что 
повышенное осмотическое давление сред։.։ является фактором, 
обуславливающим се защитные свойства: посторонние дрожжевые грибы 
в высококошкнтри-рованной мслассной среде размножаются значительно 
медленнее, чем сахаромицеты ввиду того, что внутриклеточное 
осмотическое давление последних в 2 раза выше.

Таким образом, получен штамм З.сегехч'зае 623. устойчивый к 
повышенному осмотическому давлению среды и вредным примесям 
мелассы, применение которого в дрожжевом иронзводствс позволяет:

- культивировать дрожжи 12 и более производственных стадий в 
высококонцентрированной мслассной среде (при кратности разбавления 
мелассы КР“6-е-8н

- вести процесс выращивания дрожжей в нестерильных условиях, 
тем самым значительно сокращать энергозатраты на производство пара.

- получать товарные д]южжи высокого качества с большим выходом.
При использовании прессованных дрожжей штамма 623 в 

хлебопечении установлена возможность снижения их расхода от 
нормативной дозировки в 2,0-2,5 раза.
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ПОЛУЧЕНИЕ ЧЕРЕНКОВ РЕМОНТАНТНОЙ ГВОЗДИКИ, 
СВОБОДНЫХ ОТ ВИРУСА КРАПЧАТОСТИ ГВОЗДИКИ

Р.Г. ОГАНЕСЯН, М.Г. ОГАНЕСЯН, А.Г. АРУТЮНЯН
Биотехнологический центр НАН Армении, 375056, Ереван

Растение гвоздики вирус крапчатости гвоздики - безвирусные черепки.

Па гвоздике идентифицировано 13 различных вирусов, из которых в 
практическом цветоводстве наибольшее значение имеет вирус крапчатости 
гвоздики (ВКГ). Его присутствие на 20-50% снижает продуктивность 
насаждений, ухудшает качество цветов, существенно снижает укорени- 
смость черенков, ослабляет рост маточных растении 11!.

Высокоэффективным способом освобождения гвоздики от ВК1 
является применение метола культивирования меристем in vitro. Поскольку 
концентрация вируса снижается по направлению к точке |юс։а |5|, расте­
ния -регс не ранты, получаемые из мсрие тематических верхушек, оказыва­
ются практически свободными от ВКГ |2.3|. В свою очередь, маточные 
растения, получаемые из таких растений-регенерантов, даю г бсзиирусный 
посадочный материал [4].

В настоящей работе описывается метод размножения и укоренения 
бсзвирусных черенков нюздики мсристсмного происхождения.

Материал и метрика. Материалом С1Я и:с тс,чпгШ1ий служил.՛. гъизлики семи соргои 
Вашим Сим, Лели Крвмсеи. Ули Сим. Jeii.i. I'ei Ясна Сшюмс и Парад

МикрочсрС]1КИ-]кгсмера1Г1Ы псресажишеш в субстрат. и качестве которою использовали 
верховой торф. .lepiKMiyk) темню и перлит 11:1.1:) Растения высажина-ш ио .՝<> штук мп I м: 
По мере роста прокатили ирнши! над четпергым или пятым углом Нос :с формирования 
черенков первого порядка их ни гямывхти и после укоренения испо.1 ihohj.hi и качестве 
маточников.

С целью формирования маточного куска через 2-4 педели после шкалки нал пятой 
парой листьев пригкипывали верхушку. Когда на новообразованных побегах формировалось 
но 5-6 узлов.черенки второго порядка выламывали из узлов С ножкой. остлпляя полна утла на 
кладом стебле маточника Таким же способом собирггля черепки третьего и четвертого порядков.

Гсстирование растений па наличие ВКГ проводили методом двойной радиальной 
диффузии в ‘еле |6| АНТИСывороткл к ВКГ бы i.i :KH>ei։i։i предоставлена ДОКТОрОМ А. 
Дрампяном

Результаты и обсуждение. Для получения маточников на 
произволе шейном участке Ереванского цветоводческого хозяйства "Флора’’ 
было высажено на стеллажи разводочной теплицы по 50 микрочеренков 
меристемных регенерантов семи сортов гвоздики. Микрочс ренкц отбирали 
здоровые. 4-5 см и с 3-4 парами листьев. Через месяц после посадки над 
шестой парой листьев делали прищипку и еще примерно через три месяца 
получали по 3-6 стандартных черенков первого порядка, которые после 
укоренения использовали в качестве маточников. Снятие черенков второго- 
четвертого порядков шло параллельно с формированием маточного листа.
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Данные о черенковании гвоздики приведены в табл. I.

Таблица I. Влияние сортовых различий на получение черенков гвоздики
1-4 порядков

Спр| Черенки 1-го 
порялкз

Черенки 2-го 
порядка

Черенки 3-го 
порядка

коли­
чес­
тво

К։։ х*и}. 
размно­
жения

колн- 
чес-
Н0

коэфф 
размно­
жения

коли- 
ПОС­
ПИ)

ксг.»фф 
раз.чно 
женим

Инги.нм ( им 191 « ** 5.6 1370 7.2
Уайт Сим 1М 3.8 т 2.2 изо 7.1
Леди Кримссн 206 4.1 782 3.8 1590 -

Лени 195 3.9 704 3.6 1480 7.6
Пел Лено т 3.0 620 3.4 1270 ’.о
Саломе Ий М 510 3.2 1090 6.Л
Парад 155 М МИ 3-'

кпли- 
мес­
то

2640 
2)70 
2960
2750
2370 
1940 

1950

Черенки 4-ю 
порядка

к.яфф- 

женим

ВЛ 
12.0 
1М 
14.1 
В,О 
12,1 

11.9

За восемь месяцев, начиная с закладки маточников. было ПОЛуч 
30416 черенков. Среднее количество че^нков, полученных с од» 
маточника - 23.7. из одного мнкрочеренкл - 86.9. Лучше всего черен 
ванном размножалась гвоздика сорта Леди Крисмсн. хуже всего - Па 
(табл. 2).

Гиблина 2. Сравнительные данные но черенкованию гвоздики

Сорт Кгстичгстао черенке», 
подменных С СЕТНОГО 

маточника

Ковпестйо черенков, 
подменных с одного 

янкрочеренкд

Олисе катн'ИХ'П 
полученных- 

черенков

Питьям Сим 24.6 93,9 4690
Уайт Сим 219 86.0 4300
Лели Кримссн 25.9 106.1 5332
Лени 25.3 93.7 4934
Рсд Лейп 23.4 85.2 4260
Слломс 22.2 70.9 3546
11араи 21.6 67.0 3348

Полученные черенки подвергли! выборочному тести 1ЮВЗННЮ нз 
содержание л них ВКГ Результаты проверки показали. что около 10% из 
них оказались сражены ВКГ. Можно предположить. что это янлис] 
следствием вторичного заражения растений ит почвы, посколь 
тестиро11.1 нис маточников показало отсутствие в них ВКГ В слу» 
обнаружения зараженных растений выбраковке подлежал весь клон. 1

Чс|К’ш:и с одним двумя междоу здичми обрл хни.т.пи слабую К> 
певун» систему Это происходит из с։ и? достатка веществ. нсобХОДИ! 
для нормальною роста корней, -«пасы которых сос|х՝логочсны в сто 
Только строгое соблюдение оптимальных условий ио время укореЯв 
таких черенков обеспечивает высокий процент укоренения

У черенков, в верхушечной меристеме которых прекратил 
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ПОЛУЧЕНИЕ ЧЕРЕНКОВ РЕМОНТАНТНОЙ ГВОЗДИКИ _______

образование листьев и наметился переход в генеративную стадию, корне- 
образование также выражено слабо. Более того, у части таких черенков 
корни вообще нс появлялись. 'Это является следствием того, ч го физио­
логические процессы в растении направлены на развитие генеративного 
Органа - верхушечного цветка, и перестройки на процесс корнсобразонания 
не происходит.

Таким образом, получение безвирусного посадочною материала 
рсмо»ПЙНтНой гвоздики возможно лишь при соблюдении ряда условий, из 
которых основополагающими являются: а) использование маточников 
мсрнстемного происхождения, б) использование только стандартных 
черенков с тремя междоузлиями, находящихся в вегетативной сталии 
развития, в) проведение профилактических мероприятий.

На основании изложенного можно заключить, что сорговые различим 
оказывают влияние на размножение черенков ремонтантной гвоздики, 
полученнных при помощи метода культивирования меристем in vitro.
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РОЛЬ ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ SH-ГВУПП В ПРОЯВЛЕНИИ 
АКТИВНОСТИ АРГИНАЗЫ ПЕЧЕНИ ГОЛОВАСТИКОВ RANA 

RID I RUN DA

11.А. АРЦРУНИ, Э.Х. БАРСЕГЯИ, М.А. ДАВТЯН
Ереванский государственный университет, кафедра (тихимни и проблемная 

лаборатория сравнительной и эволюционной биохимии, 37.5049

Аргиназа функциональные SH-группы

В последние годы в лаборатории сравнительной и эволюционно 
биохимии ЕГУ получены прямые данные, подтверждающие иилукцн
уреотелическом аргиназы печени лягушек при метаморфозе. в резулы 
чего организм переходит от аммонотелизма к уреотелизму. Детально изучен
ряд физико-химических свойств аргиназы до и после мегамо[х|>оза. II
метаморфозе индуцировались два (особенно один) из трех выявленных 
ионообменной хромотографией высокомолекулярных изофермента, 
которые по своим основным физико-химическим и кинетически: 
свойствам соответствовали уреотелическим аргиназам различного проис 
хождения, го։да как другие изоферменты, выявленные на различны 
стадиях развития головастиков и не индуцируемые при метаморфозе, по 
изучаемым показателям (высокие значения Км, ни жми молекулярный вес. 
нечувствительность в отношении ионов двухвалентных металлов и 
ингибиторов) близки к известным неуреотсличсским аргиназам.

Показано, что в аргиназе печени лягушек отсутствуют 8Н-груп1 
ответственные за появление активности фермента, ч го свидетельствует о 
его нетполовой природе |1|.

Предлагаемая серия экспериментов посвящена изучению роли 
функциональных SH-групп аргиназы печени лягушек Rana ridihundo jo

метаморфо >а.
Материал и методика. Объектом исследований служили лягушки Rana ridibi 

। опушка •.чсриляУ M.i.e й 100-12՝3 i. Акт. вкосп.ар; ir ui'.ы ('црслслял?. :io .мсто/у [2] ивыраз 
п мкмолях образовавшейся мочевины на i свежей’паши

ПХМЬ был иеналыован г. концентрациях 1. 3. 5 мкишь на пробу Указанный резпкп 
добавляли как в буфер ;ця гомогенизации печени, так и в инкубационные пробы.

Классификацию лилов развития головастиков проводи п< по Герентьеву |3J» 
Классификация основана на инепших морфологическихx.ip.iKTc|՝McTio.;ix io нмщстикон llepmw 
19 стадий развития эмбриональные Номер сталии 30 сботвеитнует началу истинного 
метаморфоза.

Результаты и обсуждение. 11 зучали влияние различных концентрат 
ПХМБ на активность аргиназы печени головастиков Rana ridipuitc 
Результаты исследовании представлены в таблице.

Как видно из таблицы, ПХМБ при всех испытанных концентраш!. 
дсйствовдч на активность аргиназы печени головастиков Rana ridibuni
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как и на фермент из бактерий КШоЬаасг саШших Е1Г1 [8]. печени цыплят 
[7]. чайки |4], речного рака |6|, почек лягушки [5), грибов [7|. Более 
выраженное действие II ХМ Б нами обнаружено в вариантах с 
использованием его концентрации 5 мкмоль. На начальных стадиях 
развития эта концентрация резко подавляет активность фермента, снижая 
ее с 3026,6 до 403,4 мкмоль/г. Это свидетельствует о наличии свободных 
БН - групп в аргиназе печени головастиков на указанной стадии.
Габлнця I. Действие разных концентраций ПХМБ на активность аргиназы печени 

головастиков Капа г'иНЬипс1а. мкмоль/г

По мере приближения к стадии истинного метамо|х|юза ингиби­

Проба Стадия 
21-24

Сталия 
25-27

Стадия 
28

Стадия 
29

Стадия 
30

Исходили 2)1X1 4050 5125 8800 7205
активность 2448 4*960 5370 8965 9525

в 3227 4593 5812 9200 10750
гомогенатах 3258 6000 7450 9850 11200

3900 6520 7650
8050
851»

9900 11467

М+/-Ш 3026 ± 5044 ± 6S22 ± 9343 ± 10529 1
293 512 535 226 786
911 4039 3229 8592 5562

1 мкмоль 1042 В60 1129 7991 8417
ПХМБ 1425 2171 2235 4460 9990

1414 148 4681 8776 9715
1774 2596 5299

4217
5051

5!»5б 10500
11977

М+/-ГП 1313 ± 2X0? 5 3691 1 6975 + 9360 +
153 496 >46 919 894
244 2655 2707 >493 3362

3 мкмоль 738 627 988 1690 6565
ПХМБ 336 1003 142$ 2960 5892

659 735 3279 7784 6720
1132 1227 4953

2795
4032

4262 6355

М+/-Ш 621.8 ± 1249.4 ± 2883.1 + 4337.3 ± 6086 ±
15S 366 523 1026 592
120 1440 810 1854 1361

5 мкмоль 470 588 950 1637 3165
ПХМБ 229 600 1050 1896 3620

343 624 2880 4630 6600
864 1770 2760

1914
2700

2990 5205
5430

М-/-П1 403.4 ± 1016 ± 1866.3 + 2511.4 ± 431.3.51
129 246 350 568 709

рующее действие ПХМБ уменьшалось. Так. если на сталии 25-27 актив­
ность фермента снижалась в 5 раз. то на стадии 30 уже в 2,4 раза. Па 
ферменте взрослых лягушек Rana ridibnnda ингибирующего действия ПХМБ 
нс обнаружено (11.
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Таким образом, в процессе разлития лягушек Rana ridibunda изофер­
менты й состав аргиназы печени подвергается существенным изменениям. 
По мере приближения к стадии истинного метаморфоза происходит 
постепенная репрессия изоферментов, чувствительных к ПХМБ, и 
индукция уреотелической изоформы аргиназы нетиоловой природы.

Результаты этой серии являются еще одним доказательством того, 
'по после метаморфоза аргиназа печени лягушек Rana ridibunda существенно 
отличается от таковой прсметаморфотичсского периода развития.
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МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ МИКРОГЕМОЦИРКУЛЯЦИИ 
СЕРДЦА ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ ПОВРЕЖДЕНИИ

МИОКАРДА

М.Г. СУ САНЯ II
Ереванский государственный медицинский университет и и М Герани, 

кафедра мед йшчогии и генетики. 375025

Катехоламины микроциркуляция - кардиомиопатия - капилляры

При стрессовых ситуациях, вследствие активации сиктатоадрсна- 
ловой системы, происходит выброс катехоламинов в нетоксических 
концентрациях. Эти процессы часто наблюдаются в повседневной жизни, 
поэтому крайне актуально изучение действия катехоламинов в дозах, не 
оказывающих кардиотокс и веский эффект |2,5|. Между тем прямое нскоро- 
нарогеннос действие малых доз катехоламинов, не вызывающих острые 
микрокардиальныс изменения, может привести в некоторых случаях при 
адаптационной несостоятельности миокарда к развитию синдрома, 
подобг ։ОГО Кардном поп ат ни. 

—
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Целью настоящей работы являлось изучение характера 
морфоциркуляторных перестроек капиллярного русла при кардиомиопатии, 
индуцированной длительным введением сублегальных лоз катехоламинов.

Материм и методика. Опыты «извились ла 59 белых крысах-симцпх массой 1о0-130г. 
разделенных на 4 «руины. Крысы I контрольной группы попучхти физиологический раствор. 
Крысам «порой, «репей и четвертой групп в течение 3. 5 и 6 недель через день внутрибрюшинно 
вводили адреналин гидрохлорид в лозе 0.1 м« на кг веса (И, III и 1\ группы состзян «и 12 
крыс).

Крыс лекапитироти на следующий дет. после последней ннъекпнн Для изучения 
морфофункционального состояния капиллярной системы миокарда применяли 
модифицированный метод I смори по определению кислой фосфаты | >|

Свидетельством наличия кардном иона гни яклялись морфологические изменения, 
характерные для лоЙ патологии диффузные (Стейера гикно-нскршическис изменения 
кардном ионитов, участки гипертрофированных карлио.миоцитов. интерстициальный фиброз 
13.4]

Катичестпешгыс параметры, хлрзетеризуюшне Фучгю(иш«щш1оесосг«ляиис капиллярной 
системы, определяли пл микроскопических препаратах животных контрольной и трех опытных 
групп, обработанных безынъекнионным методом иыя&гення кагныляров [4|

Диаметры капилляров. а также расстояние между сосс ;ним» канн I.«ярами намеряли 
окулярным микромсцюм в среднем слое миокарда желу «очков на уровне их средней I|хл« и 
Определяли также количество капилляров, идущих параллельно .«ру« .«рут? в пределах 1 мм: 
.мышечкой ткани. Учитывая, что капилляры имеют форму цилип-шз и зная их количество, 
равное их общей длине (I), и 1 мм' мышечной ткани и средний лиаметр (1>), по формуле «։□! 
и х:Ь определяли соответственно обменную поверхность и емкость капиллярного русла 
Статистическая обработка полученных данных производилась по метолу Стьюдента

Результаты и обсуждение. 11а микроскопических препаратах миокарда 
левого желудочка, обработанных но модифицированному методу Гомори, 
через 3 недели после инъекции адреналина наблюдалось увеличение 
диаметра капилляров. расширение просвета межкапиллярных анастомозов, 
местами ампуловидныс расширения и рос не та капилляров, что. по­
вили мому. является приспособительным устройством для регуляции тока 
крови (рис.2).

Ирл осмотре микроскопических препаратов (обработанных по 
вышеуказанному методу) интактных крыс выявляется непрерывная

Рис. 1 Миокард крысы. видны параллельно 
идущие капилляры, Нз стенках капилляров 
очертания эндотелиальных клеток (Ок. 15, об. 
20).

Рис. 2. Миокард крысы. Видны 
неравномерно наполненные капилляры, 
местами эмлуловидные расширения (Ок. 10, 
об. 40)

капиллярная сеть, равномерные расположение и окраска капилляров
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(рис.1).
Изменения, которым подвергалось капиллярное звен 

микроциркул ирной системы сердца под влиянием хронического поражен" 
миокарда низкими дозами катехоламинов в различные сроки раза» 
экспериментальной кардиомиопатии, наглядно видны из количеством 
показателей, представленных в таблице.

Как видно из таблицы, у животных при 3-недельном введении нит 
концентраций адреналина происходит увеличение диаметра капилля 
по сравнению с таковым у интактных крыс на 8.6%, обменной поверхно 
-на 14,8%.

У крыс IV группы (при 6-недсльном введении адреналина) чш 
капилляров уменьшалось.

При сравнении обменной поверхности и емкости капиллярного русла 
у крыс интактной группы и подвергнутых 5- и 6- недельному введеяи 
адреналина выявилась закономерность в сторону уменьшения обмен» 
поверхности и емкости (табл.1). Эти изменения, по-видимому, обусжи 
лены главным образом уменьшением количества функционируют։ 
капилляров, поскольку диаметр капилля|юв у крыс IV группы был, налро 
тин, достоверно увеличен по сравнению с таковым интактной группы.

динамике развития экспериментальной кардиомиопатии.
Таблица 1. Морфометрические показатели капиллярной системы миокарда крыс

Кптнчсспи'нныс 
показатели

1 111 ..;>.1ПМИ
миокард

Инъекция адреналина через недели

А. 5 6

Общая .глина капилляров, мм 
Диаметр капилляров, мкм

Обменная поверхность, мм:.т<Я
। Емкость одмидлярносо русла, м:1

2268x30,1 
6Д 2±О.О7 

43,41 ±2.38 
0.0510,007

2409126.11 
6.6110.06* 
49,6212,34*
0.0641 0,006*

1704120.19՛
5.211.3

36.4111,52
0,05810.005*

1481111,76՛
6.7+0,06’

25.37+034'
0,03110,001'

Примечание ’ разница с контролем статистически достоверна (р<0.001).

Таким образом, количественные показатели изменений капилляр» 
системы показывают, что на ранних стадиях развития эксперимснталыв 
кардиомиопатии (3 нсд.) капиллярное русло претерпевает изменения адап 
тивного характера, направленные на увеличение емкости и объема кати
лярной системы в условиях развития патологического процесса.

Адаптивные реакции в последующие сроки развития цатоморфоло- 
1ИЧССКИХ изменений приобретают в конечном счете патологичсс։
характер, приводя к уменьшению числа капилляров миокарда и их кро։ 
наполнения при кардиомиопатии. Следует отмстить феномен расширен
капилляров в поздние сроки развития кардиомиопатии. Подобные 
изменения были описаны и другими авторами |5.6|. Расширение
капилляров, посткапиллярных венул объяснялось как приспособите,!
механизмы гсмомикроииркуляторпого русла. Глубокие изменения сосу; 
гсмомикроииркуляции е превалированием дилатационных изменений, по
мнению ряда исследователей |5.7|, способствуют повышению сосудис 
проницаемости, уменьшению диффузии кислорода через гистогем;
чески й барьер л могут рассматриваться как важное 
в развитии дилатационной кардиомиопатии.

ЭТИОЛО1 ическое звено
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АНОМАЛИИ РОДОВОЙ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ У ЖЕНЩИН 

Отмеченные выше изменения сосудов капиллярного звена миокарда, 
по-видимому, являются одной из причин прогрессирования дистрофичес­
ких и склеротических явлений миокарда при дилатационной кардиомио­
патии.
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АНОМАЛИИ РОДОВОЙ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ У ЖЕНЩИН С РУБЦОМ 
НА МАТКЕ ПОСЛЕ КЕСАРЕВА СЕЧЕНИЯ

С.И. АЗИЗЯП
АрмНИИ по охране здоровья матери и ребенка. 375002. Ереван

Родовая деятельность кесарево сечение - послеоперационный рубец

Возросший интерес к ведению родов через естественные родовые 
пути у женщин, перенесших кесарево сечение, ставит перед акушерами- 
гинекологами ряд новых проблем.

По наблюдениям |4|, у 11.7-30% женщин с рубцом на матке 
отмечается слабость родовой деятельности. Ряд авторов [2.5| придер­
живаются мнения. ։по слабость родовой деятельности является проявле­
нием несостоятельности рубна на матке и цюбуст завершения родов кесаре­
вым сечением, другие считают нецелесообразным применение тономотор­
ных препаратов при слабости родовой деятельности |1.3,7|.

Нами были запланированы роды через естественные родовые пути у НО женщин, 
перенесших операцию кесарева сечения. При антенатальной диагностике состояние 
послеоперационного рубца оценивалось с помощью пальпаторного исслслотан ня: определения 
ширины, длины, болезненности. спаянности с соседними тканями. наличия плавлений. С 
целью выяснения состояния рубил использовалась лоскоиия: оно опасений не вызывало.

Родоразрешен ис 23 женщин (20,9%) исследуемой группы ослож­
нилось аномалией родовой деятельности: в 21 (91.3%) случае имела место 
слабость родовой деятельности, в 2 (8,7%) случаях - дискоордпнапия 
родовой деятельности. Слабость родовой деятельности в 10 случаях
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сочеталась с преждевременным излитисм околоплодных вол, в 3 случаях 
с внутриутробной гипоксией плод;։.

В исследуемой группе женщин слабость родовой деятельности имела 
место при первых родах у 17 женщин (15,4%) и повторилась при настоящих 
родах у 6 женщин (38.3%). что ласт основание думать. что повторно 
возникшая слабость родовой деятельности связана с морфофунЗДМР* 
нальнымн особенностями сократительной деятельности матки.

У 15женщин (13,6%) исследуемой группы при повторных родахимела 
место слабое ։ ь родовой деятельности. но связать это с морфофункниовали 
ными особенностями матки нс представляется возможным в связи с тем, 
что первое кесарево сечение женщин у этой группы произведено по пока­
заниям. требующим экстренного ррдораэрешения до наступления родовой 
деятельности.

У 87 женщин (79.1%) исследуемой группы [хщоразрешение через 
естественные родовые пути не осложнил ос 1 слабостью родовой дея­
тельности. чю подтверждает отсутствие связи слабости родовой деятель­
ности с наличием рубца на матке.

Из 23 женщин, у которых ра шились аномалии родовой деятельной», 
в 17 случаях роды завершились кесаревым сечением, и во всех случаях 
нос ^операционный рубец на матке был полноценным. Таким образом* 
слабость родовой деятельности является самостоятельной патологией и нс 
всегда связана с рубцом на матке, гем более нс говорит о его несостоятель­
ности и может осложнить течение любых родов.

У 6 женщин с рубнох на магкс, у которых имела место слабость 
родовой деятельности. произведена стимуляция н/в введением окситоцина 
и проведено успешное родоразрешение. При послеродовом осмотре области 
рубца он был полноценным.

Таким образом, применение окситоцина при родах у женщине 
рубцом на матке с цепью родостимуляции необоснованно считается недо­
пустимым. Индивидуально подобранная доза экзогенного окситоцина лишь 
восполняет дефицит .ш итенного гормона в организме- женщины. 
Отсутствие же эффекта при родостимуляции в течение 1-2ч у женщине 
рубцом на матке может свидетельствовать об анатомо-функциональной 
неполноценности органа.

К аналогичному выводу пришли Силвер и Гиббс |6|: темп раскрьпня 
шейки матки после мчала родостимуляции окситоцином срстЙиНД 
1.82 см/ч у родивших женщин и 0.18 см/ч у |ххюразрешенных кесаревым 
сечением, в связи со слабостью родовой деятельности, не поддающей® 
меди каме ктознон коррс кци и.

В заключение можно сказать. что у женщин с рубцом на матке, 
отобранных для консервативного родоразрешения, развитие слабости 
родовой деятельности нс является показанием к операции и нс является 
специфическим маркером несостоятельности рубца на матке.

11римененнс же тономоторных средств приведет к снижению п]х)цснп 
кесаревых сечений но должно быть сг|юго индивидуальным, проводиться
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ВЛИЯНИЕ МЕТЕРЕОРОЛОГИЧЕСКИХ ФАКТОРОВ

«условиях развернуто։։ операционной квалифицированными акушерами- 
П!нскологами под постоянным контролем динамики раскрытия шейки 
матки, состояния послеоперационного рубца и сердцебиения плода.
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ВЛИЯНИЕ МЕТЕОРОЛОГИЧЕСКИХ ФАКТОРОВ НА ЧАСТОТУ
С Е РД ЕЧ110 -СОСУД ИСТЫХ ЗАВОД Е BAI I ИЙ

А.О. котлняп

Ереванский государственный ш'дшшнскнй уннвврглтет. ?75<W

Метеорологические факторы - метеопатические ситуации сердечно- 
сосудист ыс заболевания

Несмотря на имеющиеся расхождения н оценке степени 
метеопатической активности отдельных мстсороло։ичсских факторов, 
подавляющее большинство исследователей считают, что они могут 
оказывать существенное отрицательное влияние на организм, в частности, 
на течение сердечно-сосудистых заболеваний |1-3|.

С целью определения спяш отдельных погод<х|юрмирук>ишх фщторов 
с частотой обращении за скорой медицинской помощью по поводу острого 
инфаркта миокарда (ОИМ) в г. Ереване нами был применен метол полного 
корреляционного анализа. Использовали среднесуточные значения 
физических факторов внешней среды и данные посуточно!! обращаемости 
по поводу ОИМ в течение всего гола. Рассчитывали следующие показатели 

г- показатель прямолинейной связи и ните квадрата кшффидиеитл корреляции
Fr! - критерий достоясрности квадрата козффиииен։.։ Kopjtc ш։ш՛.։;
>f - показатель криволинейной связи и п։ис квалраза корреляцией мок» (пношенпя:
Гц; - критерий достоверное:։։ квадрата корреляционного «тошен ня
Fst - стандартное значение преобразован пент. критерия Фишер։։
Как видно из табл. I. более тачимыми оказ.ыись темпер;։тура
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воздуха, градиент межсуточной температуры, абсолютная влажность и 
градиент межсуточного весового содержания кислорода, при которых отме­
чалась достоверная нелинейная связь.

Таблица I. Коэффиниенгы корреляции прямолинейной и криволинейной связи 
среднесуточных значений погодоформируюших факторов с посуточной 

обращаемостью по поводу ОИМ

Метсофакторы Г г Т п Иг: Гп‘ К81 
(Р<0.05. 
Р<0,01)

Температура 
воздуха, С 11,028 -0.17 0.064 0.252 1.05 2.4 1,92.4
Градиент .межсугочной 
гимперлтуры. С 0.027 0.16 0.077 0,277 0,96 2,9 1.92.4
Атмосферное 
давление. ։Па 0.002 6,044 0,029 0.171 0.08 1.19 1.92.5
Градиент мс«суточного 
атмосферного давления, 
гПа 0.0065 -0.08 0,029 0,170 0.22 1.09 1,9,2,4
Относительная 
влажность, Ч 0.025 0.16 0,034 0,16*1 0.008 1.12 1.8,2,3
Абсолютная 
влажность, тПа 0.034 -0.185 0.074 0272 1.36 3.1 1.92.5
СКорссп. ветра, М/С 0.037 -0.19 0.045 0.212 2.7 2,79 2.3.32
Весовое содержание 
кислорода. т/м' 0,026 0.164 0,062 •>,250 1.04 2.6 1 9;2,4
Градистп мсжсугочно! о 
весового содержания 
кислороди г/м 0.027 -0.163 0.063 0252 1.0 1.95

Полный корреляционный анализ даст возможность вычислить среднее 
количество вызовов ио поводу ОИМ при различных градациях погодных 
факторов и проследить за изменением среднесуточной заболеваемости в 
течение года (рис. I). Увеличение частоты вызовов по сравнению со 
среднегодовым уровнем (М=4,3±0,11) при абсолютных величинах метео­
рологических факторов обычно отмечается в зимне-весенний период, 
отражая при этом сезонный ход этого заболевания. Однако отмечаются 
случаи, когда частот обращений отклоняется (повышается или пони­
жается) от обычного сезонного хода. В эти дни значения метеороло­
гических (|к1кторов в основном выходят за рамки типичных зон колебаний, 
присущих данному периоду.

Как видно из рис. I. увеличение вызовов на 5% от среднегодового 
уровня (принятого за 100%) и на 25% от среднемесячного летнего периода 
(М=3,2±0,16) отмечается при температуре +29՜*.

В общем годовом ходе с увеличением скорости ветра (от 1.5 до 6м/с) 
частота вызовов уменьшается, между гем как пик их отмечается при 
условиях со скоростью ветра от 0 до 1м/с (рис.1, в).

Повышении абсолютной влажности (рис.1,г) до величин более 20 
гПа сопровождается резким увеличением среднесуточных обращений, в 
среднем на 50% выше среднегодового уровня.

Максимальное число вызовов совпадает с днями, когда весовое 
содержание кислорода составляет 265г/м\ при весовом содержании кисло­
рода, равном 285г/м\ наблюдается уменьшение числа вызовов на 14% 
(рис.1. л).
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ВЛИЯНИЕ МЕТЕРЕОРОЛОГИЧЕСКИХ ФАКТОРОВ

Рис. 1. Влияние на частоту ОИМ температуры наружного воздуха - а, градиента межсуточной 
температуры • б, скорости ветра - в, абсолютной влажности - г, весового содержания кислорода 
- д, градиента межсугочного песового содержания кислорода - е.
■■ - кривые 1 -го полугодия; -------- -  кривые 2-го полугодия;-----------среднегодовые кривые

Увеличение вызовов ио поводу ОИМ наблюдается также при резких 
мсжсугочных колебаниях метеорологических факторов. В дни с резким 
повышением мсжсуточной гсмпсратуры на 4-5° число вызовов 
увеличивается на 58% (рис.1, б).

С увеличением колебаний межсуточного значения весового содер­
жания кислорода (рис. 1, с) увеличивается и обращаемость за помощью, 
особенно при понижении атмосферного кислорода до 4г/м и более В 
эти дни среднесуточная заболеваемость в среднем на 61% выше среднего 
уровня.

В среднем число дней и году с выраженными метеопатическими 
ситуациями составляет от 1.6 до 6%. При этом относительный у|>овснь 
среднесуточной заболеваемости, обусловленный выраженными отклонени­
ями отдельных метеорологических факторов, как было указано выше, 
существен но возрастает.
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Бяоюг. журя. Армении. 3-4 (50). 1997
УДК 576.3.088

ТЕСТИРОВАНИЕ ЛИЗИНА, АРГИНИНА И НЕКОТОРЫХ 
ПРОМЕЖУТОЧНЫХ ПРОДУКТОВ ИХ СИНТЕЗА В 
КУЛЬ ГУРЕ ЧЕЛОВЕКА / Киракосян А.Г.. Арутюнян Р.М..
Зал ин ян Г. Г. - Ереванский государственный университет - 
Ереван. 1997 - 5 с. - Библиогр. 7 назв. - Рус. - Ден. 15.04.97 
Л29 - БЖА 97

Изучалась мутагенная активность лизина, аргинина и промежуточных 
продуктов их синтеза, полученных методами генной инженерии, в клетках 
человека.

При анализе цитогенетических повреждений в культуре лимфоцитов 
человека индуцируемых лизином и промежуточными продуктами его 
синтеза, нс выявлено цитогенетической активности ни одного tn 
исследуемых соединений (кормовой концентрат лизина, кристаллический 
Лизин, лизин гидрохлорид, синтезированный в ПИИ "Биотехнология", и 
лизин гидрохлорид фирмы Reanal). Статистически достоверное различие 
уровня хромосомных аберраций по сравнению с контролем обнаружено 
лишь при действии промежуточного продукта синтеза лизина - 
аминобак теряна в концентрации 0,05% При этом уровень хромосомных 
аберраций возрастает до 6.0%, в то время как этот показатель в контроле 
составляет 1.5%. Следовательно, его можно отнести к соединениям, 
обладающим слабой мутагенной активностью в клетках человека.

Аналогичная картина наблюдается при анализе действия apt инина 
Фирмы Serva и аргинина, синтезированного в НИИ "Биотехнология", 
сорбционного стока аргинина и изомочевины на культуру лимфоцитов 
человека. Ни одно из исследованных соединений нс проявило 
цитогенетической активности в клетках человека. Наивысший уровень 
аберраций хромосом в культуре лимфоцитов человека индуцируется 
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аргинином в концентрации 0.5% и составляет 2.7%. что статистически 
достоверно нс отличается от уровня аберраций хромосом в контроле.

Ուսումնասիրվհ| է գենային ինժԵներիայի մեթոդներով սինթեզված Ապինի. արգինինի և դրանց 
սհսրեզի միջանկյալ նյութերի մուտագեն ակտիվությունը մարդու լիմֆոցիտներում: Ուսումնասիրված 
նյութերից միայն ւիդինր սինթեզի միջանկյալ նյութի ամինորակտերինի. 0,06% կոնցենտրացիան 
ցույց է սւվեյ թույլ մուտագեն ակտիվություն մարդու լիմֆոցիտներում

Mutagenic activity of lysine, arginine and sonic intermediate products ol their synthe.4։ 
obi.i.r.e.J by gene engineering methods was investigated in the culture of human lymphocytes. Only 
.iniinobactenn - the intermediate product oflysine biosynthesis, tn concentration of <1,05% possessed' 
weak mutagenic. activity tn human lymphocytes.

Биолог, журн. Армении. 3-4 (50). 1997
УДК 597 0/5-15

ПЛОДОВИТОСТЬ ГОРЧАКА RHODEUSSERICEUS AMARUS 
(BLOCH) ВОДОЕМОВ АРАРАТСКОЙ РАВНИНЫ /Пипоян 
С.Х.. Айрапетян Н.Ж. - Армянский государственный 
педагогический институт им. X. Абовяна - Ереван. 1997 - 8с. - 
Библ ни гр. 14 назв. - Рус. - Деп. 15.04.97 .V 30 - БЖА 97

Изучаюсь плодовитость горчака Rodens serice пу amarus (Bloch). 
сравнительно недавно Обнаруженного в водоемах Араратской равнины. 
Ус гановлено, что здесь его половозрелость наступает в конце первого и на 
втором годах жизни. Этой рыбе свойствен полиникличный порционный 
гни размножения, в связи с чем нерестовый период растянут с конца 
марта до сентября. Индивидуальная абсолютная плодовитость (ИАП) 
юрчака колеблется от 142 до 579 икринок. М-277.Здб.62. индивидуальная 
относительная плодовитость - от 77 до 355 икринок. \1֊214.215.44. а 
популяционная плодовитость составляет 275.5 икринок. ИАП возрастает 
с пиной и массой тела и нс зависит от козффициента упитанности по 
Кларк, что объясняется влиянием внешних условий среды.

Имеется слабая, но положительная и достоверная связь между ИАП 
и коз<|»фицентом упитанности по Фультону (t—0,35810,089, t.-4,03).

В яичниках горчака обнаружены 5-9 цитоморфологических групп 
(юнитов Их форма и размеры зависят от размеров тела и коэ<|>фиш1снта 
з|клости рыб. Обнаружено, что белее крупные особи раньше созреваюти 
приступают к размножению, чем более мелкие особи.

Արարատյան հարթավա յփ ջրասարներում հանդիպով գառնուկը սեոահասհԼնոփյԱա է 
կ ւ անում ևյանլ՚ի աւադյին ՛.ոարվա վերջում և երկրււրդ տարվա ընթացրում. Այս ձկնաւոհսակին թքյորոշ
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I լսպմսւշրջան բաժիններով տիպի բազմացումը որի հետևանքով բազմսպմաև շրջպհը 
եր1|արամգվում է մարտի վերջից մինյև սեպտեմբեր Աուսվել խոշոր անհատների սեռական զեղծերն 
սււ|ե||։ շուտ են հսւսունանում և նրանց բազմացումս ավելի վաղ է սկսվում, րաե ավե|ի փոքր 
աէւհատներինր.

JL Ilie Rhodeux uriau.x umanu (Rl>vh) if Ararat plain basins achieved puberty on the end ol the 
fn-n and during the second year of life The repnxJuctmn penod with polycyclic portion type cunlui 
tied ftvm tbr end of March till September *.v. proper to thr< fish I he bigger forms achieved the 
pubcity earlier (linn the smaller one՝

fiiiawr. жури .Армении. M (50). 19‘Г
УДК 633 11:631 S7S

О НАСЛЕДОВАНИИ И ИЗМЕНЧИВОСТИ ПРИЗНАКА 
СКОРОСПЕЛОСТИ У ОЗИМОЙ МЯГКОЙ ПШЕНИЦЫ / 
Саакян Г.А., - Институт земледелия МСХ РА - Эчмнадзин, 
1997-5с.-Бнблногр. 7 назв. -Рус. - Деи. 15.04.97 .V 31 - БЖА 97

Изучение генетической природы селекционно важных признаков, it 
том числе и вегетационного периода озимом мягкой пшеницы, в конк- 
репаихклиматческих условиях среды может способствовать составлению 
и осуществлению целенаправленных селекционных программ для выведения 
новых, более продуктивных сортов интенсивного типа.

Изучение наследования и изменчивости признака скороспелости 
пшеницы осложняется тем. что оно связано с многочисленными 
межфазными периодами, прохождение которых тесно взаимосвязано с 
условиями внешней среды

Эксперименты поводились н полевых условиях, на Эчмиадзи некой 
экспериментальной базе Института земледелия В качестве исходного 
материала служили многочисленные межсортовые гибриды. полученные 
от скрещивания местных и инорайонных сортов с различной 
скороспелостью. Результаты многолетних экспериментов по изучению 
характера наследования признака скороспелости лают основание 
заключить. что у межсортовых гибридов первого поколения в зависимости 
(И степени ВЫраЖсйности данного при знака у компонентов скрещивания 
НабШШЮТСЯ рахтичные типы наследования, начиная от промежуточною 
до свсрхдоминирования. Часто наблюдается промежуточный тип 
наследования с уклоном в и fojxwy скороспелого компонента i крещивания. 
Полное доминирование и сверхдо.минированнс выявлены у гибридов, 
компоненты скрещивания которых по скороспелости мало рагличаюгся 
между собой

fltuntd(iuiij|i|Hp.l bG ui^UuiGiujlib фшфт1| gnphOb pmqdwp’iq i}|iyuii(։unu)|i(i li|i|՝|։pt|lih|i|i 
фЦфи1ишпф1ШйЬшигЦшГ|||;ЬdumuibqiliuCiptinfm»dfi qbfitxnplrujlji^ ^шф.шбр/иЬро ։‘iu|m|ujd
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խաչաձևվող զույգերի վաղահասության հատկանիշի աստիճանից, F, սերունդներում դիտվեյ 
ժառանգման տարրեր տիպեր միջասկյա|ից մինչև գերղոմինանտ.

I'he several genetic parameters cltaractenzcd the inheritance of early-ri pencss feature in nu 
ber of intervariety hybrids of winter wheal have been studied Depending on degree Ofcariy-rip» 
feature in crossed pairs the different types of inheritance have been detected in I՛ generations.

Биолог, журн. Армении, 3-4 (50), 1997
УДК 633.11.631 57$

НАСЛЕДОВАНИЕ ПРИЗНАКА ЗАСУХОУСТОЙЧИВОСТИ У 
ПЕРВОГО ГИБРИДНОГО ПОКОЛЕНИЯ ОЗИМОЙ 
МЯГКОЙ ПШЕНИЦЫ / Саакян Г. А., Казарян М.Х.. Эвоян 
В.В. ֊ Институт земледелия МСХ Армении, Эчмиадзип, 1997 - 
4 с. - Биб л ио гр. 3 назв. - Рус. - Дел. 15.04.97 V 32 - БЖА 97

В комплексе хозяйственно ценных признаков пшеницы
засухоустойчивость имеет сравнительно более сложную природу. Он:։ наи­
более динамична, поскольку зависит от характера индивидуального раз­
вития растений в тех или иных условиях среды, и главным образом от 
гидродинамических факторов. Следует отметить, что направленная 
селекция на засухоустойчивость сдерживается слабой изученностью гене­
тической природы этого признака

Материалом для изучения параметров наследования признака 
засухоустойчивости служили гибриды Ь\. полученные при участии местных 
и инорайонных сортов озимой .мягкой пшеницы. Опыты заложены на двух 
различающихся фонах: нормальная влажность почвы (контрольный 
вариант) и искусственная почвенная засуха в период налива и созре-вания 
зерна (опытный вариант). О засухоустойчивости образцов судили по 
степени П|>одуктивносги растений и его отдельных элементов. Установлено 
определенное огрипатсльос влияние почвенной засухи на продуктивное!! 
рас гений и на отдельные его элементы у гибридов и компонентов скрещи­
вания. Выявлена обратная корреляция между продуктивное гыо растет 
и признаком засухоустойчивости Вероятно, поэтому и существует 
высокопродуктивные сорта интенсивного типа, как правило, .мен։ 
засухоустойчивы В основном изученные межсортовые гибриды Р, г 
наследованию признака засухоустойчивости занимали промежуток 
положение между компонентами скрещивания

Ուսումնասիրվել է երաշտադիմացկունության հատկանիշի ժառանգման րնույրլւ աշնան։ 
փափուկ ցորենի միջսորտային հիբրիդների առաջին սերունդներում Պարզվել է, ււր այս հատկս£իշր֊ւ| 
հիբրիդների ոերուեդները խաչաձևվող ծնողական ձևերի համեմատությամբ, գրավում են միջանկււպ 
տեղեր. Բացահայտվել է բույսի բերքատվության և երաշտադիմաւյուկնության հատկանիշի
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Ihc inheritance of drought-resistant feature tn ihc first generations of Ure winter wheat 
intcivancty hybrids has been studied. I hc generations of hybridcs were intermediate forms in com­
parison with their parent forms, fhc reverse correlation between the plant productivity and the 
drought-resistant feature wax revealed.

Биолог, жури. Армении. 3-4 (50). 1997
УДК 582.632’638.878.32:577.1 581.19

ИЗМЕНЕНИЕ БИОХИМИЧЕСКИХ КОМПОНЕНТОВ В 
ЛИСТЬЯХ ДУБА И ТОПОЛЯ, ПОРАЖЕННЫХ НЕПАРНЫМ 
ШЕЛКОПРЯДОМ / Мирзоян В.С., Мирзоян А.В. - Ин-т 
зашиты растений МСХ РА - Мерданан. 1997 - 7с. - Библиогр.
14 назв. - Рус. ֊ Деп. 15.04.97 .-V 33 - БЖА 97

Проводился биохимический анализ здоровых и поврежденных 
непарным шелкопрядом листьев дуба и тополя, произрастающих и лесах 
Центральной Армении.

Выявлено, что в здоровых листьях тополя содержится воды на 5.6 - 
10,5%. растворимых углеводов - на 2,1-6.8% больше, чем в листьях дуба, 
однако у гл сводно-бел ковис соотношение листьев дуба (1.1) более благо­
приятно для развития непарного шелкопряда.

Анализ показал, что биохимический состав обследованных растении 
в зависимости от их физиологического состояния претерпевает заметные 
изменения: по мерс повреждения деревьев происходит увеличение сухого 
вещества на 3,5-5,2% в листьях дуба, на 1.0-2.1 % в листьях тополя, моно­
сахаров в 1.04-1.17 раза в листьях дуба. 1.03 раза в листьях тополя. 
Содержание сахарозы при этом уменьшается на 7.7-28,6% в листьях дуба, 
на 20.8-31,1% в листьях тополя. Значительно меняется белковый состав 
резко уменьшается доля водорастворимых (на 5,2-12,6% дуб, 4,2-8.8%- 
тояоль). а спирторастворимых и щелочерастворимых белков увеличивается 
(на 2,6-4.4. 2.7-9.6%-дуб; 3.4-4.1. 1,1-4,7%-тополь, соответственно).

Все эти изменения происходят, по всей вероятности, из-за 
интенсивного обезвоживания листовых пластинок.

На начальных стадиях повреждения (период развития гусениц млад­
ших и средних возрастов) наблюдаются также изменения в углеводно- 
белковом соотношении в сторону, благоприятную для развития непарного 
шелкопряда.

Ուտոմնւսսհ;ս|ե| ես առողջ և տարաղույգ մետաքսագործով վնսւսված կաղնու I» բարդու 
տերևների կենսաքիմիական առանձնահատկությունները Վնասված ծառերի տերևներում, ի 
տարբերության առողջ ծառերի, հայտնաբերվել 1. չոր նյութերի և մոնոշարարների կուտակում, որը 
ուղեկցվում է ասխարռգի քաւքւսյմամբ 7.7-28.6% կաղնու և 20.8-31 '% րարղու մոտ Զգայի
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րանակական և որակական փոփոիյուրյուն I: կրում սպիտակուցային կազմը կտրւււկ իննում է ջյււաւՐ 
սպիտակուցներիմասէւարաժինը (5,2-12,6%կաղնի և 4,2-8,8%բարդի), ավեյանում է սպիրտայր.ւծն 
հիմնայրոծ սպխոակուցների պարոԼնակուրյունը 2.6-4,4 և 27-9-6% կաղնի, 3.4-4.2 և 1,1-4.7%բարդի՛ 
համապատասխանաբար, որր հավանաբար վնասված տերևների ինտենսիվ ջրազրկման հետևանք 
է

Hie biochemical properties in the leaves of oak and poplar trees, damaged by the dfcptiird 
gypsy moil have been studied Acxumul.mon of dry substances and monosaccharides m damagol 
leaves of oak and poplar was accompanied by saccharose decrease (7.7-28,6՞? oak and 20,8-31 !՝« 
I'.ipla։ I he considerable quantitative and qualitative changes t<x»k place in protein fraction conipoii- 
Hon I he intensive dci.ie.iSe of watersolubk proteins (5.2-12.6%. oak. 4.2 8.8% poplar) and mcTCW 
of akobol mil alkali soluble protems (2,0-4,4% and 2.7-9.6% oak. 3.4 4.4% and 1.1-4,7% popUr 
respectively) was observed.

Ьполог жури. •’Армении. 3-4 (50), 1997
УДК 633.11:575.222.78

ПРОЯВЛЕНИЕ ГЕТЕРОЗИСА У ГИБРИДОВ ПШЕНИЦЫ 
. ОТ СКРЕЩИВАНИЯ ОБРАЗЦОВ РАЗЛИЧНОГО

ПРОИСХОЖДЕНИЯ / Саакян Г.А.. Саркисян А.А. - Институт 
земледелия МСХ Армении. Эчмиадзин. 1997 - 6 с. - Библиогр.
7 назв. - Рус. - Ден. 15.04.97 Аг34 ֊ БЖА 97

Характер наследования, особенно эффект проявления гетерозиса по 
отдельным количественным признакам у гибридов пшеницы, изучены:' 
многими исследователями. Однако, несмотря на имеющиеся различные 
гснсшческие концепции, объясняющие природу гетерозиса, в настоящее 
время все еше не полностью выяснен механизм его проявления. В работе 
приводятся результаты изучения проявления эффекта гетерозиса по 
отдельным элементам продуктивноеги растений в зависимости от степени 
гетерозиготности 1ибридов Г. Опыты проводились в полевых условиях на 
Эчм падай нс кой экспериментальной базе Института земледелия МСХ РА. 
Материалом для исследовании служили .межсорговые, межмутантные и 
межлинейные шбриды Г,. Наиболее высокий эффект проявления 
гс1ерозиса по отдельным изученным признакам установлен у межмутантных 
гибридов Г,, компонентами скрещивании которых являлись сравнительно 
низкостсбсльные и депрессивные мутантные формы Предполагается, что 
эффект проявления гетерозиса обусловлен действием определенных 
мсжаллсльных доминантных генов, компонентов скрещивания, 
способствующих восстановлению слабых звеньев метаболизма гибридных 
растений

Ցորենի միբմոսոսւնտւււյին հիբրիդներում դիսւվեյ է աոանձին հատկանիշների հետերոզիսի 
դրսևորման բարձր էֆեկտ, որը պայմանավորված է իոսչաձևվող զույգերի որոշակի դոմինանտգենԷփԻ 
զործոէնեուրրսմբ
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The high effect ofbctcmsis by different features conditioned by the action of several dominant 
gw- in erased pain in intcmiutant hybrids of wheat ha« been observed

Биолог. жури. Армении. 3-4 (50), 1997
УДК 616.366-002+616.36-004

“Р-ЯМР СПЕКТРОСКОПИЯ ЖЕЛЧИ ЧЕЛОВЕКА/ Туманян 
М.А. - Ереванский государственный медицинским университет -
Ереван, 1997 - 5 с. - Бнблиогр. 7 назв. - Рус. -Ден. 15.04.97 /V
36 - БЖА 97

Проводилось комплексное исследование изменений состава желчи 
(желчных кислот, холестерина, фосфолипидов и ортофосфата) у 36 
больных первичным билиарным циррозом печени (ПБЦ) биохимическими 
метолами и метолом Р-ЯМР спектроскопии. Выявлено, *гго у больных 
ПБЦ наблюдается уменьшение количества желчных кислот, холестерина, 
<|юсфатидилхолина и ортофосфата в печеночной порции желчи и 
одновременное увеличение этих компонентов в гепатоцитах и сыворотке 
крови Сделан вывод о важной роли нарушения энтерогепатическом 
циркуляции желчных кислот в механизме развития внутрипеченочного 
холестаза у больных ПЫД.

Проведенные исследования демонстрируют возможность быстрой 
сравнительной оценки содержания основных фосфатсодержаших 
соединении в Желчи методом : Р-ЯМР спектроскопии в целях клинической 
диагностики заболеваний печени и желчевыводящих путей.

’րոմսքեքս կենսաքիմիական հետազոտություններից աարզվեւ է пр լյարդի առաջնային 
լէոաւին ցիոոզով հիվանրյսերի մոտ լեզու սարդային բաժնում իր ուրույն տեղն ունի լեղաթրվի. 
ի/ղեստերինի, ֆոսֆասփզիլխոլինի և օրտոֆոսֆատի քանակի նվազումը և միաժամանակ այդ 
բաղադրիչների ավելացումը հեպատոցիտներում և արյան շիճուկում Կստելի է եզրակացնել, որ 
ներմարզային խուեստազի զարգացման ընթացքում կարևոր է լեղաթթուների էնտերոհեսյսււոիկ 
ցիրկուլյացիայի խանգարումը.

On the base of complex biochemical investigations the decrease of biliary acids, choleStcnri 
pliiepholipids and orthophosphate in ’he hepatic portion of bile and the simultaneous increase of 
tlicse components in hepatocytes and blood serum was rescaled in patients with primary biliary cinho- 
»« Ihc inwiant role of the disturbances of enteiohepatic circulation of biliary acids in the mecha- 
ոաո of tuttahepatic cholestasi* development was mentioned
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Биоло։, жури. Армении. 3-4 (50). 199?
УДК 618.14

КЛИНИКО-МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ПАРАЛЛЕЛИ РУБЦА
НА МАТКЕ / Азнзян С.И. - Армянский научно- 
исслсдовательскнй центр но охране здоровья матери н ребенка 
- Ереван. 1997 - 4с. - Бнблиогр. 6 назп. - Рус. - Ден. 15.04.97
.V 37 - БЖА 97

Пронсдены исследования рубца на матке после кесарева сечения при 
сто клинической неполноценности. Гистологическая картина представлена 
следующим образом н.ч препаратах наблюдалась равномерная гипсргрОфЙЯ 
.мышечных элементов с гомогенизированными пучками мыши, ядра new. 
клеток гипертрофированы. вокруг ядер имеются полости, строма отечна», 
сосуды с расширенными полостями, полнокровные с псрсваскулярныМИ 
кроноис1ияниями. в мелких сосудах ли мфолей кони тарный стаз, в подэнло- 
телиальном слое бурная лимфолсиконитнрнпя инфильтрация,

При клинической неполноценное։ и рубил на матке обнаружишыись 
следующие изменения, гиперт|юфия мышечных клеток, нарушений 
упорядоченности расположения .мышечных элементов, они располагаются 
в виде спирален. зигзагов, мышечные пучки разволокнены резкоотсчдон 
соединительной тканью; имеются большие поля склерозированной 
соединительной ткани с одиночными мышечными клетками; лимфати­
ческие сосуды растянуты, эндотелии их уплощен; кровеносные сосуды 
полнокровные с утолщенной плотной стенкой: в отдельных участка# 
лиапедезныс кровоизлияния.

На основании полученных результатов пришли к заключению о том, 
что при клинической полноценности рубца на матке при морфолошче4Й|м 
исследовании подтверждается восстановление хпяшечного слоя, но вместе 
с тем наблюдается повышение сосудистой и тканевой проницаемости,

А при клинической неполноценности рубца на матке морфологи­
ческая картина выявляет глубокие нарушения архитектоники мышечных 
волокон с большими полями склерозированной соединительной ткани,՛ 
выраженными сосудистыми нарушениями, приводящими к знатомо- 
функциональнон неполноценности органа.

1'1ւԱՈւմնաւփրւխլ է կեսարյան г ատումից հետո արգանդի սպիի հխյաոլոգիական պատկերը, 
'հււյպփկ I пр սպիի կփնիկական լիաիժեքրոթւաս դեսլքոս) մկանային շեյւտր յրիկ ւխրականդնւխւ4 
I ւսւիվի ա|ւսւ՚ււհայս։կած I հյուսվածքային թավու՜յցնյիոփյանը. խւկ սււ|փ պ լիարժեքությանդեպքոՀ 
անդի եււ ունհնում ավԼփ խոյւլւ անոյ-ային խախտումներ, կապված օյպանի անատոմա-ֆունկցիոնալ 
ոյ |իաիմեքուիյսյ(յ հետ *

Ihc lu-unlt^R.։! схапПп.Ищп* of ihc uterine каг alter the cccircjn ■՝cclion have been catrttfl 
«пн I J'Oting Kliniuilly li)H \.tlnod Univ of Ajar the full tugctwniiuiti <4՜ utenne mtisculAr InycricwS 
JUIIU’.I wnli uRivasc of penninbihty ofvESwh and USxue h.u been observed. IMltinp clinknlly infciint- 
iiy ol vuir ihc deep v;iM.ulnr ch.uii’e; took pl.u.c connected with uoakmitc and Ihnctional inferiority of 
Uicnis



Биолог, жури. Армении, 3-4 (50). 1997
УДК 6 16.366-002+616.36-004

СОСТОЯНИЕ ОБМЕНА ЛИПИДОВ, ДЕТОКСИЦИРУ­
ЮЩЕЙ ФУНКЦИИ ПЕЧЕНИ И ИММУННЫЙ СТАТУС У 
БОЛЬНЫХ С ХОЛЕСТАЗОМ / Туманян М.А. - Ереванский 
государственный медицинский университет - Ереван. 1997 - 7с.
- Библиогр. 9 назв. - Рус. - Дсп. 15.04.97 /V 38 - БЖА 97

Проводилось комплексное биохимическое исследование некоторых 
показателей обмена липидов, детоксицирующей функции печени, а также 
состояния гуморального и клеточного иммунитета у 78 больных первичным 
билиарным циррозом печени, из коих 37 - с начальной стадией заболевания 
и 41 сосформировавшимся циррозом. Причем проводилось сравнительное 
изучение указанных показателей при умеренной и выраженной степенях 
холестаза и ферментной активности, а также их динамики в процессе про­
грессирования заболевания.

У больных первичным билиарным циррозом печени выявлены 
гиперлипид- и гиперхолацидемия, а также нарушения обмена меди 
(гнперкупремия и снижение экскреции меди с мочой) и детоксицирующей 
функции печени. Значительные изменения отмечаются также со стороны 
гуморального и клеточного иммунитета и показателей естественной 
резистентности. Причем выраженность указанных расстройств коррелируй ւ 

с активностью процесса и степенью холестаза. Высказано предложение о 
наличии двух типов хронического холестаза; медленно прогрессирующего 
и быстро прогрессирующего, с ранними сроками формирования цирроза 

печени.

Կատարվել են որոշ ցուցանիշնեյւի ճարպերի փոխանակման, լյարդի ախտահանի; 
ֆունկցիայի և իմանային համակարգի վիճակի, կոմպլեքս հետազոտություններ լյարդի առաջնային 
լեղային ցիոոզով հիվանդների մոտ հաստատվել է. որ հիվանդության (խււյեսսւազի) սկզբնական 
?րջ<սնր խրոնիկական լեղականդային լյարդաբորբը, կարող է լինե| երկու ձևի |եդակա1յդի միջին I. 
արտահայտված ակտիվության աստիճանով: Այս ձևերը, բացի կյ|։ն|ւկակա£ւ կենսաքիմիական և 
իմունսյքանականցուցանիշնհյւից, տարբերվում են նաև հիվանդության զարգացման ընթացքով որյ 
հետագայում նպաստում է ցիռողի ձևավորմանը:

The indices of bits metabolism, detoxication function of hvei and the immune system state 
were studied on patients with primary nilinry cirrhosis. Hie curly stage of disease was ch.iracicrizcd 
with two forms - the middle and ihe expressed active degree of cholestasis, fhese forms besides 
clinical biochemical and immunological indices, were differed by dynamics of disease development 
which assisted to cirrhosis ftirnuilKin m further
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Биолог, жури Армения. 3-4 (50). 1997
УДК 612.821

МЕХАНИЗМЫ АДАПТАЦИИ К ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОЙ 
МОНОТОННОЙ РАБОТЕ НА КОМПЬЮТЕРЕ /Агабабян 
А.Р., Григорян В.Г., Аракелян А.Н. - Ереванский 
государственный университет - Ереван. 1997 - 13с. - Бнблиогр. 
16 назв. - Рус. -Дсп. 15.04.97 А 39 - БЖА 97

На модели операторской деятельности на компьютере была 
проанализирована динамика функционального состояния фронтально^ 
центральной пяченной и затылочной областей коры ясного пол 
головного мозга по показателям плотности мощности основных ритме 
ЭЭГ в зависимости от исходного уровня активности коры, отражающе։ 
индивидуально-типологические особенности испытуемого. Выявлен 
межгрупповая разница в перестройке функционального состояяй! 
исследуемых областей коры головного мозга. В группе испытуемых «г 
высоким уровнем корковой активности в последние часы рабоп; 
наблюдается увеличение плотности высоких частот, указывающих на 
повышение уровня активности коры. Падение энергии дсльта-рит!
свидетельствует о подключении механизмов саморегуляции, позволяют 
коррегировать необходимый для данного вида деятельности уро®! 
активации У испытуемых с низкой корковой активацией повышен!
•нергни ритмов напряжения в последние часы работы актинизиру 
тобную кору, что указывает на подключение волевых механизмов через 
неипсиифическую таламо-корковую систему активирующих влияний.

Յամակայւգչի օպերաւուղվւ ղործունեույյյան մռդեփ մրսւ ուսումնասիրված է ձախ կիսագՕրփ 
եՇղև,’։ հավատային կենտրոնական, գազարային և ծոծրակային շրջանների գործառական վիճւմփ! 
դինամիկան Կօւյ1>այ|ւ1ւ ակտիվուրյան րարծր մակարդակ ունեցող փորձարկվողների խմիում 
ոշխասւանքի վերջին ժամերին նկատվում I: բարձր հաճախականությունների liqiifiinpjuiG մեծացում.] 

ոքւլւ վկայում I կեղևի ակտիվության մակարդակի բարձրացման մասին Դելտա-ոիթմի էներգիա^ 
իջեցամր խոսում : ինքնակարգավորման մեխանիզմի առկայության մասին Ցածր կեղևայհէ 
ակտիվությամբ վւորձար1|վոդնե|վւ մոտ «լարվածության ռիթմերի» էներգիայի բարձրացումս i|wi^ 
մամերին ակտիվացնում է ճակատային կեղեր որը վկայում է կամային մեխանիզմների մ|ւացձա1 
մաււին

On the model ofopeiaUir's work on computer the dynamics of the liincttonal state of frontnLl 
central panetui md occipital areas of cortex lc|l hemisphere was analyzed. In groups of cxaminccd 
with high level <il cortex activity the increase ofhijrh frequency cortex activation was mentioned al tlw 
end i>՛ work Decrease of deliha-ihythm energy was testified the nutoregulation mechanisms: In 
yroup of oxiitniiiecis with low level of curies activity the increase of ‘ strain rhythms" energy WrJ 
.icttv.iivd ihe fnmliil cortex at the end ol woik, which testified the combination of volitional media- 
insm.- through tlic thalamocortical system.
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ВЛИЯНИЕ ПРОТИВООПУХОЛЕВЫХ ПРЕПАРАТОВ НА 
СОДЕРЖАНИЕ ДНК И РНК В ПЕЧЕНИ И ОПУХОЛИ 
САРКОМЫ 45 ОПУХОЛЕНОСЯЩИХ КРЫС / Худавердян 
Н.В.- Республиканский противоопухолевый диспансер М3 РА - 
Ереван, 1997֊ 4с. - Бнблиогр. 7 назв. - Рус. - Дсп. 15.04.97 
/V 35 - БЖА 97

Процессы, приводящие к нарушению синтеза нуклеиновых кислот, 
лежат п основе развития опухолей, и противоопухолевый эффект 
хихшотсрапевтических средств, вероятно, в значительно։։ мерс опреде­
ляется интенсивностью и продолжительностью угнетения метаболизма 
нуклеиновых кислот опухолевых клеток. Развитие опухолевого процесса 
сопровождается нарушениями в регуляции синтеза ДНК и РНК как в самих 
опухолевых клетках, так и в органах и тканях опухолсносяших животных.

Исследовались возможные изменения содержания ДНК и РНК в 
печени и опухали саркомы-45 опухолсносяших крыс до и после воздействия 
противоопухолевых препаратов ТиоТЭФ-а. циклофосфана и 
доксорубицина при раздельном и сочетанном (с гормоном дексаметазоном ) 
применении.

Как показ;ыи экспериментальные данные, содержание IIIК и РНК 
и печени опухолсносяших крыс выше по сравнению с нормой.При 
раздельном и сочетанном с дексаметазоном применении противоопухолевых 
препаратов в печени опухал с носящих крыс содержание ДНК уменьшается, 
а содержание РНК несколько увеличивается. На фоне общего подавления 
синтеза нуклеиновых кислот отмечается заметное повышение отношения 
РНК/ДНК по сравнению с полеченными животными.

В опухолевой ткани саркомы-45 под влиянием исследуемых 
препаратов, особенно при сочетанном применении их с дексаметазоном, 
содержание ДНК и РНК значительно понижается, а отношение РНК/ 
ДНК заметно повышается. Отношение РНК/ДНК и максимальная скорость 
роста перевиваемых опухолей обратно пропорциональны. поэтому 
достоверное повышение отношения РНК/ДНК н наших опытах говорит о 
терапевтической эффективности изучаемых противоопухолевых препаратов, 
которая, по-вилимому. связана с торможением синтеза РНК и ДНК а 
опухолевых клетках.

Судя по нашим экспериментальным данным, применение 
противоопухолевого антибиотика доксорубицина с дексаметазоном приво­
дит к более выраженному увеличению отношения РНК/ДНК. чем приме­
нение противоопухолевых препаратов алкилирующего вша (ТиоТЭФ и 
пиклофосфан) с дексаметазоном, что. по-видимому, свидетельствует о 
сравнительно большей терапевтической эффективности доксорубицина.
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Ուսումնասիրվել է ուոուցքակիր աոնետների Սարդի և ուռուցքի հյուսվածքԼ՜ւերում (սւ 
45) ԴՆԹ-ի և ՈՆԹ-ի պարունակության ւիոփոխւսրյունը՜ ԹիոԹեֆ. ցիկլհֆոսֆան և դոկսոո 
էւակաոէուււցքսդին պրեպարատների աոանձին !< ղեքսամեթազոն հորմոնի հետ համ 
ազդեցության դեպքում: Պարզվեյ է. որ ուսումնասիրված պրեպարատների առանձին և համ 
ազդեցության դեպքում փոքրանում են ԴՆԹ֊ի և ՈԵԹ-ի պարունակությունները յյարդի և tut 
հյուսվածքներում, միաժամանակ զգալի աճամ է ՌԵԹ/ՕՆԹ հարսյթերուքւունը, որը րնութաօ 
պրեպարատների ակտիվությունը

In liver and tumour $atcoma-45 tissues of rats the changes of DNA and RNA contents act 
studied under the influence of anticancer preparations TioTEr, cyclophosphane and dnxortt 
applied separately and in uambmiiticm with honmon dexanwtasonc. Ry the effect of antw 
picparations the DNA and RNA contents were decreased and simultaneously the ratio of RNA1 
was increased.
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ՀայաստանիԳիտությունների Լխկային Ակադեմիա, Հսւյաւււուււկի կենսաբանական hiutujlin 
Hau повальная Академия Наук Армении. Биологический журнал Армении 

National Academy vf Sciences of Armenia. Biological Journal of Armenia

Տարբեր նյութեր ‘ Разное • Miscellaneous

ԱՆՎԱՆԻ ԶԻՏՆԱԿԱՆՆ ՈՒ ԱԱՆԿԱՎԱՐԺԸ

Գիտության և մանկավարժության բնագավառում 
լուրջ և նշանակալի նվաճումների ու ձեռքբերումներդ 
կեսդարյա ուղի է անցել վաստակաշատ գիտնական 
Երևանի պետական համալսւսրանի մարդու և 
կենդանիների Ֆիզիոլոգիայի ամբիոնի պրոֆեսոր. ՀՀ ԳԱՍ 
Լ.Օրբելու անվան ֆիզիոլոգի՛այի ինստիտուտի 
վեգետատիվ նյարդային համակարգի լաբորատորիայի 
վարիչ ՀՀ ԳԱև ակադեմիկոս, բժշկական գիտություսքփրի 
դոկտոր պրոֆիսոր Հովհաննես ԳեղևսմիԲւսկլավաօյանը

75 ՚.էււ)յա հոբեյարւյ ծնվել 1 1922թ օգոստոսի ՛Ց­
ին Թուրքիայի Բուրսա քաղաքում միջնակարգ 
կրթությունը ստացել է Բոզղարիաւում (քաղաք Րարգաս) 
Ուր ավարտել է իտալական դպրոցը և գիմնազիան: 1946թ 
ներգաղթել է Հայւսստան և նույն թվրււ ընդունվել երևանի 
պետական բժշկական ինստիտուտ Գերազանցությամբ 
ավարտելու! ինսսփս
Հ Րսւկլավւսջյանը 1952-Տ4թթ. իր ուսումնառությունը 
շարունակում է ԳԱ Լ Օրբելու անվան ֆիզիոլոգիայի 
ինստիտուտի, ասսյիր անտուրայուււ: 1955թ. հաջողությամբ 

պաշտպանում I թեկնածուական, իսկ 1966р. դոկտորական թօզը ստանալով բժշկական 
գիտությունների դոկտորի աստիճան: ՜974թ ընտրվում է Հայաստանի գիտությունների ակադեմիայի 
թղթակից անդամ, իսկ 19ՑԾր ակադեմիկոս

Հ Բակլավաջյւսսի լայնածավալ և բեղուն գորօունեություքւը սկսվում է 60-ական 
թվականներից. Այղ տարիներին նրա ընտրած գիտական կարևորագույն ուղղություններից մեկը 
ընդերային ֆունկցիաների կարգա՛վ րման կենտրոնական մեխանիգսնեյփ ուսումնասիրությունն էր 
էլեկտրաֆիգիոլոգիւսկւսն հետազոտությունների նորասռւյն մեթոդների ներդրմամբ նա հեսւաղուՈել 
է հիպոթալամուսի նեյրոնային կագմակեյւպրււմը նրա վարընթաց հեշտացնող ազդեցությունը 
ողնուղեղի մարմնական ֆունկցիաների իրականացման և ւՏհծ կիսագնդերի կեղևի '՛հոգնած։։ 
նեյրոնների ակտիվացման մեխանիզմում: Այդ շրջանի փորձառական հետազոտությունների 
արդյունքներն ընդհանրացված -.հ Հ Բակլավաջյւսնի «Ուղեղի էլեկտրական ակտիվության 
վեգետատիվ կարգավորումը» մենագրության մեջ (ԼԵնինգրադ, 1967) Առանձնահատուկ 
ուշադրության են արժանի Հ. Բակլավաշյանի և նրա աշխատակիցների կողմից հիպոթալամուսի 
ընդերազգայական նեյրոնների ւսկտիվուսյան կարգավորման կեղևային մեխանիզմների 
Ոացահայտումը.

Պարզաբանվե| է ւփմպաթիկ և պւսրասիմւգաթիէ» նյարդերի աֆ-երենտ զգայական 
ոամակարգերի տեղակայումը հետին՛ 1ւիս|Ոթււդամաաււմ: Գիտական նորույթ ներկայացնող նշված 
հետազոտությունների արդյունքները ամփոփված Են նրա «Հիպոթալամուսի ընդերամարմնական 
առբերիչ համակարգերը» մենագրության մեջ (Լենինգրադ *985)

Նշանավոր գիտնականի գիտական բեղմնավոր գործունեության մեջ առանձնահատուկ ւիուլ 
են կազմում գլխուղեղի երկարավուն ուղեղի և ողնուղեղի վեգետւստիւ: ֆունկցիաների 
ենթատեսաթմբային կարգավորման նեյրոնային մեխանիզմների ուսումնւսււիրոււդանը նվիրված 
հետազոտությունները: Գիտության համար արժանւսհիշսւտակ նորույթ է բագմավւսստակ գիտնականի 
կողմից առաջ քաշված ստեղծագործական միտքն, ըստ որի հիպոթւսլամոլ՚յում գոյություն ունի 
կոճղեզային և ողնուղեղի վեգես՜ււսւոհվ նոյյանների ո. ընդերաղգւսյական աոբԵրող համակարգերի 
Ծնթատեսաթմյյսւյին նեյրոնների .ստսվելագույն ակտիվության շրջածների վերածածկում՜ Նա 
ձևակերպել I լայն ճանաչում ստացած վարկած, ըստ որի հիպոթալսւմուսի նեյրոնները 
բւսզմագործարկիչ, համւսմիտվոզ-ւոարամիտվող բնույթի, են. որոնց շնորհիվ իրականանում են՛ 
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օրգանիզմի վեգետատիվ և մի շարք հոլյզլլւյին գործընթացներ համապատասխան միջավայրեր’ 
փուրոխվող պայմաններին Նշված հիմնարար հետազոտություններն ամփոփված Են՜ նրա 
«ՀիպոթԱղամո-ընդերային աղեղի նեյրոնային կազմակերպումը» մենագրության մեջ (1ՑՑ8թ.). որը 
1Ց90թ. Խորհրդային Միության գիտությունների ւսկադեմիայի կողմից արժանացել է Լ. Օրրելու սւնվսճ 
մրցանակի

Անվանի գիտնականի և նրա աշխատակիցների կողմից ուսումնասիրվել է նաև լիմբիակւեՀ. 
ուղեղի սեկ այլ գոյացության, նշահամալիրի. դերը վեգետատիվ ֆունկցիաների կարգավորման՛! 
մեխանիզմում: Մեծ հետաքրքրություն է ներկայացնում նշահամալիրի ոնդերագգայական նեյրոններI 
տարբերակումը, երկարավուն ուղեղի և ողնուղեղի ւփսպաթիկ ու պարասիմպաթիկգոյւսցությունՏպ* 
շնչառական նեյրոնների ակտիվության նշահամալիրային կարգավորման նեյրոնային մեխանիզմների, 
արյան շրջանառության կարգավորման գործընթացում նշահամալիրի մասնակցությսւէ 
բացահայտումը: Հատկապեււ կարևորվում է գիտնականի կողմից ներկայացված նշահամւպիյւ|ւ 
առբերող և արտատար համակարգերի կազմակերպման նեյրոնային սխեման Նշված ուղղության 
հետազոտությունների արդյունքներն ամփոփված ենգիլոնականի կողմից 1996թ հրւստարակփւծ 
«Նշահամւպիր-ընդերային ոԵֆլհքսւսյին աղեղի կազմակերպումը» մենագրության մեջ՝

1969 յ> ււկովոլմ է նաև Հ. Բակլավաջյանի մանկավարժական գործունեությունը ԾթևաՇի.- 
պետական համալսարանի մարդու և կենդանիների ֆիզիոլոգիայի ամբիոնում, ուր սկզբում՛ 
ւոոանմնուս է պրոֆեսորի, իսկ 1972թ. - 1ՑՑ6 թ նաև ամբիոնի վարիչի պաշտոնը՛ Հ Բակլավաջյս֊Հո 
ակտիվ նախաձեռնությամբ ամբիոնում ներդրվում Են միկրոէլնկտրաֆիզիոլոգիական 
հեսՈազոտո-.թ;ուՅնե|Հ» նորագույն մեթոդներ. որոնք հետագայում հնարաւ|որություն տվեցին 
րնդլւպնէկ ւհսմանակակից էլեկւորաֆիզիոլոգիական հետազոտությունների շրջանակները:

Ղ Բակլավաջյանը գիտության տաղանդավոր կազմակերպիչ I Նրա դեկա վար ությւսմյ։ 
ամբիոնի կոլեկտիվը 1972 թ ձեռնամուխ ւ լինում ընդերամարմնական ֆունկցիաների կարգավորման 
կենտրոնական մեխանիզմների ուսումնասիրությանը միջավայրի արտակարգ գործոնների 
ազդեցության պայմաններում: Թթվածնաքաղցի. վիբրացիայի, շառավղային արագացման 
ւզայմաններում ոլյումնասիրվոււՏ են սիրտ անոթային, շնչառական. արտւսրորության, արյան 
մակարդման համակարգերի կարգավորման լիմբիական մեխւսնիզմներր: Գործնական կււ՚րՆ՜տ 
նշանակություն ոխեն Հ Բակլավաջյանի ե ամբիոնի աշխատակիցների կողմից անդաստւսկայիՕ 
վերլուծիչի տարրեր օղակների նեյրոնային կազմակերպման ուսումնասիրության արդյունքներ, 
որոնք հնարավորություն են ընձեռնոււ! պարզաբանել շարժողական ախտահարումների նեյրոնս^ 
մեխւսնիզմները:

Մեծ Լ Հ. Բակլալխյջյանի ավադն ամբիոնում կատարվող տեսական և գործնական ակնհայտ 
նշանակություն ունեցող գիտահետազուոական աշխատանքների մեկ այլ ուղղոլթյան բնազավաոում 
ո; սումնասիրել Հայաստանի տարբեր բնակ; ոմայական շրջաններում շնչառության պրոցեսի 
կարգավորման կենտրոնական մեխանիզմները թթվածնաքաղցի պայմաններում:

Նշանակալի ավանդ ունի Բակլաւիսջյանը նաև ամբիոնում հետազոտվող համակարգիչներով 
աշխատող մւսոդկլսնց գլխուղեղի մեծ կիսագնդերի տարբեր գուոիների գործառական վիճակի, 
նյւււրդահուգական լարվածության, հոգնածության զարգացման նյաոդւսֆիզիոլոզիական և 
հոգԵֆիզիոլոգիական մեխւսնիզմների ուսումնասիրության բնագավառում.

Հ Բակլավաջյււ՚նը ՅՕՕ գիտական աշխատությունների հեղինակ է. այդ թվում 4 
մենագրություն. մի շարք գիտահանրամատչԵ«ի գրքույկներ և ուսուսնա-սեթոդական ձեռնարկներ՛՛ 
Նրա ղեկաւ[արութ;ամբ.պաշտաանվել հն 27 թեկնածուական և 4 դոկտորական թեզեր:

Բազմավաստակ գիւոնւսկանի ակւոիւ( նախաձեռնությամբ և ղեկաւխւրությամբ շուրջ երկու 
տասնյակ տարի Դիլիջլսնում պարբերաբար հրավիրվել են համամիութենական կոնֆերանսներ 
նվիրված վեգետատիվ նյարդային համակարգի ֆիզիոլոգիայի հարցերին: Մեծարգո հոբելյւսրլյ 
րտզլփցս զեկուցումներով հանդես է եկել նախկին միութենական և միջազգային գիտաժոդովներում. 
միջազդւււյին համագումարներում ու կոնֆերանսներում Նւս դասախոսուքյուններուլ հանդես է եկել 
^ոււղւսրիայի, Հունգարիայի. Ֆրանսիայի և մի շարք այլ երկրների համալսարաններում:

Մեծանուն ակսւդեմիկռսը բեղուն գիտամանկւս՚վսւրժական գործունեությանը զուգընրւսւ; 
սայևպկցում է նաև հասւսրակակւսն աշխատանքների կսոոարմանը Նա ՀՀ ԳԱՄ Բժշկւս՛ 
կենսաբանական պրոբլեմային իւորհրդի անդամ ( Հայաստանի ֆիզիոլոգների ընկերուբյան 
նախագահի տեղակալ. Ուղեղի ոաումնասիրությունների և նեյրոդիւոություևների միջազգային 
կւսզմւսկերպությունների անդալ5 ԱՊՀ-ի ֆիզիոլոգների ոնկերության կենտրոնական խորհրդի, մի 
շարք հանդեսների {«Սեչենովի անվան ֆիզիոլոգիական հանդես» «Նեյրոֆիգիոլոգիա»'. 
՚;Հայասւոանի կենսաբանական հանդես»} խմբագրական խորհրդի, միշւսրք դիտական խորհուրղնԵքֆ 
անդւսմ

Հիշւսրծան է նշել որ Բուլղարիայում 1Ց4Ն44թթ ֆւսշհգմի դեմ մղվող ընդհատակյա 
պայքարում ակւոիվմաււՕակցությՈւն ցուցաբերելու ոսմւսր Հ Դ Բակլավաջյանը ճանաչվել է որպես 
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ֆաշիզմի դեմ մղվող պայքարի աննկուն մարտիկ: Հայրենական մեծ պատերազմի մասնակից է 
ւրգևատրվել է Բուլղարիայի ժողովրդական հանրապետության շքանշաններով ու հոբելյանական 
յալներով. «Պատվո նշան» շքանշանով

Թեկուզև բոլորել է Հ. Բակլավաջյանի բազմավաստակ գիտնականի ու մեծ մանկավարժի, 
ւսվորված կյանքի 75-ամյակր նա այսօր էլ լի է գիտական հետաքրքիր մտահղացումներով ա 
սարդական ավյունով շարունակում է դասավանդել մայր ԲՈՒՀ֊ի իր ամբիոնում, ղեկավարել

ւտանքներ, գրել արժեքավոր գիտական աշխատանքներ Նա վայելում է ֆակուլտետի և 
լոգիայի ինստիտուտի աշխատակիցների, ուսանողության, հանրապետության գիտական 
րակության սերն ու համակրանքը Այսօր նրա սաներից շատերը գիտւսհետազոտական 
լտուտների, ամբիոնների և լաբորատորիաների ղեկավարներ են և հասարակության մեջ 

ւյրավաժ իրենց դիրքով ու արժանիքներով երախտապարտ են սիրելի ուսուցչին
ՀՀ ԳԱՍ Լ.Ա. Օրրելու անվան ֆիզիոլոգիայի ինստիտուտի կոլեկտիվի և ԵՊՀ-ի 

սաբանական ֆակուլտետի պրոֆեսորա-դասախոսական անձնակազմի անունից ջերմորեն 
լցավորելով հարգարժան ակադեմիկոս Հովհաննես Գեղամի Բակլավաջյւսնրն ծննդյան 75 և 
սւստանքային գործունեության 50-ամյակի աոթիվ. մաղթում ենք քաջ առողջություն 
ւշատություն. երջանկություն ու ստեղծագործական նորանոր նվաճումներ:

Վ Ֆանարջյան
ՀՀ ԳԱՍ Լ Օրբեյու անվան ֆիզիոլոգիայի 

ինստիտուտի տնօրեն, ակադեմիկոս

Ս. Սինասյան
ԵՊՀ կենսաբանական ֆակուլտետի մարդու 

և կենդանիների ֆիզիոլոգիայի ամբիոնի վարիչ, պրոֆեսոր

■՜-1,
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.АРМЕН ДЗОНОВИЧ НАЛБАНДЯН

26 июля 1997г. скончался одни из ведущих 
микробиологов республики, доктор биологических наук, 
профессор Лрмсн Дзонович Налбандян

А Л Пплбанляи родился 7 июня ’.930 юла в Сухуми, 
к семье служащих В 1953г он окончил Армянский 
сельскохозяцс гкенный институт по специальности 
"агрономия” и и гом же голу поступил на работу в Сектор 
микробиологии АН Армении

В 195՜ году АЛ Налбандян поступил по конкурсу в 
аспирантуру Всесоюзного Института сельскохозяйственной 
микробиология (Ленинград) которую успешно закончил 
зашитой диссертации на степень кандидата биологических наук 
по теме "Бактерии антагонисты |рибов из рол: фузариум и 
возможноегл их использования пром!!* футлрип чи ишенины ։•. 
льна”

После защиты диссертации и ։960г поступил в Институт ботаники АП Арм СС1\ас 
’968; до. г-оей кончины работа ։ н Институте микробиологии АН. сначала старшим научным 
сотрудником, и затем заведующим лабораторией а.югфиксируюихих микрооргаиизмон

В перш։ гопы своей научной дсятсльносгн АД Налбандян занимался вопросами 
применения антибиотиков против заболеваний сельскохозяйственных растений и 
микробиологической характеристики полупустынных ночи

Дальнейшая и основная деяк'льность АД Налбандяна и была посвящена одной из 
пажисипнп проблем современной биологии - биолог ической фиксации атмосферного азота и 
изучению •.губен ьхопых бактерий, распространенных в различных климатических зонах г. 
особенности вопросам их эко югичсской адаптации

II՝.՛ ныяялены и опгелекниониропаны высокопродуктивные штаммы клубеньковых 
бактерий !‘.՝ро.\п. фасоли, зенариета и сои которые решением Межведомственной комиссия 
г,ри. В111П1СХМ (Ленинград) были рекомендованы ня внедрения в производство нитрагина

А Л Налбандяном впервые разработаны основы применения зсмлсудобритси.ного 
бактериального препарата торфяного нитрагина в Армении Разработанная им технологическая 
.токументциия п<՛ 1учеиия торфяного и сухого нитрагина была реализована в нашей Республике

Осиониой особенностью деятельности А Л 11длолндяка являлась его постоянная свя и.
с сельским хозяйством и стрем тели՛: к внедрению полученных результатов

Им разработаны и внедрены |5сглпмснт и ТУ на получение соевого молока Он принимал 
активное участие и выполнении правители: геенной программы "Соя"

Результаты многолетних исследовании по биологии клубеньковых бактерий отражены 
и дикторской ■ не серии щи " Био ,чп| аческие основы 1о|учения и применения >ффсктивиы\ 
штаммов клубеньковых бактерий" которую он з.ппитил и 1989 году

\ Л Налбандян автор более чем 60 научных работ и авторских епцаетсльств. которые 
лосвяшсны актуальным вопросам обшей и помненной микробиологии Он руководи 1 большим 
комплексом совместных работ с Ингнг.гшма АН России, Украины и Венгрии. В 1968-71П 
А Л Налбандян । ■; курс технической микробиологии на биологическом факультете Ы ՝• и в 
геЧеШк* многих тст руководил дипломными и куренными работами сщснгон. В ПОСЛСДНИ-' 
годы читал курс зекиий по обшей и медицинской микробиологии в Институте "Айбусак" 
\ .1 Нхюпнлян зкишно участнон.ю в работах Всесоюзного микроб|«ъхиическогообществ:։, а 
֊ 1981 по |98(н рукояодил Армянским отделением этого общества

Он пои.зовллся высоким авторитетом среди микробиологов республики и зарубежья.
В ппмяги коллег к всех, кто шал Армен.। Д юновича Надбандяна. он нлреегда останется 

трудолюб иным, честным, скромным и мерным своему до.пу ученым и гражданином.

А'о.г .Ч'А7ш/« И пет тпу/м .мпкроё-помгии
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Օրիգինալ հոդվածներ
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փպիղների պերօքսիդացիոն պրոցեսի, հսւկաօքսիդացիոն ֆերմենտների
ւսկէոիվուրյան և ֆոսֆոլիպիդային մետւսբոլիզմի վրա ... 161

երերան Կ.Հ. Աֆյան Կ.Բ. Մանուկյան Լ.Ա Ադաւկան Ս.Օ 8ոշւ!1ստ հց1օրհւ!ստ-\\ 
ցիկլոմւսլտոդեքստրին գյլուկանուորանսֆերազի ակտիվ կենտրոնի 
ուսումնւսսիրությունը............ ................................................... ..................
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