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

। ‘Наиболее эффективным способом длительной консервации 
штоммсв с поддержанием их исходной активности является хранение & 
Кдком взоте.Проду центы из разных групп бактерий требуют 
специфических условии хранения и консервы. ։л
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Микроорганизмы - хранение и кон<:ергпциг1 >моо

Методы микробиологического катализа и трансформр։;՛/./ 

получили широкое распространение для получения раэноог»разных 

биологических соединений, в том числе оптически активных змино-

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

1СТБО 1֊аспардгиновой кислоты и l-зланина с использованием 

51



аспартазы и яепертат-бета-декарбоксилгзь։ [1-5]. Вместе с тем мето­
ды хранения и репродукции штаммов продуцентов указанных 
ферментов изучены недостаточно

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

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

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

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

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

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

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

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

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

соответствующих реакционных сред. Срок наблюдений • 3 года.

Результаты и обсуждение. Проведенные ранее исследования 

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

аспартат-бета-декарбоксилазы в процессе хранения и пересевов в 

значительной степени теряют исходную активность. Данные, обоб­

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

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

лет без значительной потери исходной активности. Сравни-тельно 

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

78 до 71% от исходной при незначительной потере жизнеспособности 

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

Максимальный срок хранения клеток E.aroidea и Pseudomonas 

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

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

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

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

Для клеток Pseudomonas отмечается потеря активности до 

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

Установлены сохранение высокой жизнеспособности клеток B.subtiiis в 

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

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

Максимальный срок сохранения жизнеспособности для клеток 

£ aroidea и Pseudomonas в почве составляет полтора года с потерей 

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

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

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

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

I сравнительно высокой и стабильной активности - 78% от исходной 

Хранение клеток A faecaiis в лиофильно высушенном состоянии в 

течение года обеспечивает удовлетворительные показатели 

жизнеспособности и ферментативной активности Максимальная 

жизнеспособность сохраняется у клеток В. subtilis в течение 3 лет 

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

I Pseudomonas сохраняли удовлетворительную жизнеспособность, но со 

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

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

бота-декарбоксилазы (аопда)

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

Штаммы 
бактерий

Условия хр-дКёк’.'.я и
Консервации

Жизнеспособность 
спусти гадь

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

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

+++ +• +++4* юо 80

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

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

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

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

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

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

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

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

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

+ + + + + ++++4 ЮО 8С

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

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

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

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

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

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

По нашим наблюдениям, хранение клеток-продуцентов з виде 

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

лет без значительной потери активности. Относительно высокую 

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

хранения под вазелиновым маслом.

Универсальным методом длительной консервации является 

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

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

I ния. Однако сохранение высокой жизнеспособности клеток Earoidea и 

Pseudomonas не коррелировало с поддержанием высокой 

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

у Pseudomonas -55% от исходной активности

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

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

ветственно.

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

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

высокую жизнеспособность и значительнее повышение исход-ной 

ферментативной активности до 3 лет хранения. Хранение указанных 

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

Киа.ающий хорошие показатели жизнеспособности и активности.

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

глицерине до 2 лет

Для бактерий Pseudomonas отмечали понижение исходной 

। ферментативной активности при всех использованных методах 

хранения. Наиболее приемлемым методом длительного сохранения 

ферментативной активности является консервация клеток в жидком 

Г азоте

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

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

Институт микробиологии НАН Армении. 378510. г Або:

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

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

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

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

Грибы микроскопические - инулиназа • инулин - топинамбур.

Инулиназы, или илулингидролазы - ферменты, специфиче 

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

выделяются ь основном из почв или скринингом среди коллекцией 

культур (5.7].

56


	51
	52
	53
	54
	55
	56

