


В. U. Б u  лі а  О

Биологически
активныевещества
MUKPO/скопических
ГРиБОВи их применение

К И Е В
1965



ВВЕДЕНИЕ

П ер ед  современной биологической наукой  п о ставлен а  ч р ез
вы чайно в а ж н а я  по сущ еству  и назначению  з а д а ч а  — познание  
сути ж и зненн ы х явлений. Ее разреш ен и е  п р ед п о л агает  изучение 
процессов м етаб о л и зм а ,  связан н ого  с вы яснением  роли р а зл и ч 
ных биологически активны х вещ еств в процессах  обмена  в е 
ществ. Биологически активн ы е вещ ества  п ред ставляю т  собой 
вы соком олекулярн ы е  сл о ж н ы е  соединения, вы полняю щ и е с 
чрезвы чайно  высокой степенью активности и специфичности 
каталитические , биотические, абиотические и другие функции 
в ж и зн едеятельн ости  организм ов. М ногие из них к а к  в ж и вом  
организм е, т а к  и будучи вы делены  из него или синтезированы , 
воспроизводят  соответствую щ ие химические п р евр ащ ен и я  в е 
щ еств в очень низких концентрациях. К этим соединениям 
относятся  ферменты , витамины , гормоны, ингибиторы и сти 
м уляторы  роста ж и вотн ы х и растений, ам инокислоты  и р я д  
других веществ.

М икроскопические м иц ели альн ы е грибы, к а к  и другие м и 
кроорган изм ы , п р ед став л яю т  собой неисчерпаемы й источник 
получения различны х  биологически активны х вещ еств и весьма 
благо д ар н ы й  объект  д л я  изучения многих вопросов обмена 
веществ. М етаб оли зм  м икроорган изм ов зависи т  в значительной 
м ере от условий культиви рования , при котором  м ож ет  исп оль
зоваться  значительное  число разн о о б р азн ы х  вещ еств  в качестве  
источников углеродного, азотного, витам инного  и минерального  
питания.

Условия культи ви рован и я  оп ределяю т н ап равленн ость  экзо- 
эндогенных процессов биосинтеза определенны х метаболитов. 
П ри  этом нельзя  особо не отметить чрезвы чайно  в аж н у ю  био
логическую  особенность многих видов м и кроорган изм ов  — 
обильно вы делять  в о к р у ж аю щ у ю  среду  ф ерменты  (которые 
преобразую т  ее коренным о бразом ) и другие метаболиты  в к о 
личестве, значительно  превы ш аю щ ем  потребности сам их м и 
кробов; Это поистине изумительное их свойство до  настоящ его
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времени почти не р аскр ы то  наукой. А м еж д у  тем, в его изуче
нии л е ж и т  основа д л я  использования  огромной биосинтетиче 
ской деятельности  м икроорган изм ов, в том числе микромицетов.

М икроскопические м и ц ели альн ы е грибы имеют в данном 
отнош ении р яд  преимущ еств  по сравнению  с другими м и к роор
ган и зм ам и  — они менее требовательн ы  к питательном у с у б с т р а 
ту  и прочим условиям  среды. О днако , несмотря на то, что 
отдельны е их виды и зд авн а  прим еняю тся как  продуценты ф е р 
ментов, органических кислот, изучены они недостаточно. О т 
кры тие и практическое использование  пенициллинов в п о сл ед 
ние два  д есятилетия  при влекло  внимание исследователей  к более 
ш ироком у изучению м етаб о л и зм а  микроскопических грибов.

У становлены  и использую тся многие их биосинтетические 
свойства , например, д ля  получения ф ерментов, антибиотиков, 
горм ональны х преп аратов , витаминов, органических кислот 
и пр.

Д о сти ж ен и я  и методы современной физики, химии и техники 
я в л яю тся  основой д л я  со зд ан и я  новой отрасли  м и кроби ологи
ческой промыш ленности, использую щ ей при получении р я д а  
п реп аратов  биологические особенности различны х м и к р о о р га 
низмов.

Успешное р азвитие  м икробиологической промы ш ленности 
немы слимо без глубокого и всестороннего изучения биологиче
ских свойств, хи м и зм а  ж и знедеятельности  м н огообразны х ви 
дов м и кроорган изм ов  в зависимости  от различны х условий 
культиви рования .

П р е д л а г а е м а я  рабо та  яв л яется  попыткой автора  обобщ ить  
результаты  исследований по о б разован и ю  м икроскопическими 
м и ц ели альн ы м и гри бам и  биологически активны х веществ. Н е л ь 
зя , однако , не отметить, что быстро в о зр астаю щ ее  число п у б л и 
каций по дан н о м у  вопросу зн ачительно  затр у д н яет  осущ еств
ление этой задачи . В связи  с тем, что м атери алы  по биосинтезу 
антибиотиков м икром ицетам и  нами у ж е  были обобщ ены  («М и
кроскопические грибы — продуценты антибиотиков», Изд-во 
АН У С С Р , К., 1961), в настоящ ей  книге этот  вопрос не з а т р а 
гивается . По аналогичны м  со о бр аж ен и ям  не освещ ается  т а к ж е  
биосинтез грибам и  стим уляторов  роста растений (гибберел- 
линов  и д р . ) .

В п редлагаем ой  работе  приведены дан н ы е  о биосинтезе 
фермен тов , аминокислот , токсинов и некоторых других веществ 
разны м и видам и  микромицетов.

И зл а га ем ы й  м атер и ал  содерж и т  краткую  х ар актер и сти ку  
современных представлений о химической природе исп ользуе
мых грибам и субстратов , описание основных условий биосинте
за ,  методов изоляции вещ еств и у казан и е  областей  их исп оль
зовани я. Б и бли ограф и я ,  при води м ая  в к а ж д о м  разделе ,  со дер 
ж и т  основные литературн ы е  источники, больш инство  которых
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в той или иной степени упом инается  в тексте. Н а р я д у  с этим 
считаем  полезны м у к а з а т ь  отдельны е м онограф ии и о б о б щ а ю 
щие статьи  отечественных и зар у б еж н ы х  авторов , п освящ ен 
ные к а к  общим вопросам  физиологии и биохимии, т а к  и ко н 
кретно касаю щ и еся  высш их растений, бактерий, грибов.
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i ФЕРМЕНТЫ

КРАТКИЕ СВЕДЕНИЯ

Ф ерменты —  это  белки, о б л ад аю щ и е  высокой к а тал и ти ч е 
ской и специфической активностью  в осущ ествлении многооб
разн ы х  реакц ий  п ревращ ен и я  вещ еств и энергии. Они играю т 
исклю чительно в аж н у ю  роль в процессах  ж и знедеятельности  
организм ов , осущ ествляя  обмен веществ, процессы ассим иляции 
и диссим иляции их.

О д н ако  не только  в организм е , но и вы деленны е в чистом 
виде ф ерменты  при определенны х условиях явл яю тся  к а т а л и 
за то р а м и  разн о о б р азн ы х  превращ ений , имею щ их больш ое з н а 
чение в различны х о тр асл ях  практической деятельности .

И сследован и я  ф ерм ен тативн ы х  свойств м и кроорган изм ов  
разв и в аю тся  главны м  о б разом  в двух н ап равлени ях . С одной 
стороны, вы ясняется  их роль  д л я  орган и зм а  человека, ж и в о т 
ных, растений, а т а к ж е  в патогенезе  вы зы ваем ы х  м и к р о о р ган и з
м ам и  заболеван ий . С другой ,— вы явл яю тся  возм ож н ости  ис
п ользован и я  их в микробиологической промы ш ленности  д ля  
осущ ествления  разн о о б р азн ы х  процессов п ревращ ен и я  веществ. 
М ногочисленны е дан н ы е  п оказы ваю т, что ф ерм ен тативн ы й п ро
цесс п ревращ ен и я  многих вещ еств имеет п реи м ущ ества  перед 
химическим гидролизом , окислением и т. д.

Ф ерм ентати вны е р еакц ии  хар актер и зу ю тся  быстротой тече
ния, специфичностью  п р евр ащ ен и я  определенны х звеньев  хи
мической структуры  вещ ества .

В последнее врем я  в области  изучения ф ерментов  дости г
нуты значительны е результаты  и расш и рены  сведения о х и м и 
ческом строении и м еханизм е действия  многих из них. З н а ч и 
тельно  возросло  число ферментов, полученных в очищенном и 
кристаллическом  виде. Так , если в 30— 40-х годах  бы ло и зв е 
стно только  несколько кристаллических  ф ерментны х п р е п а р а 
тов (уреаза ,  пепсин и д р .) ,  то теперь их свы ш е 60— 70 из о б 
щ его количества  до 850 описанных ферментов.

С огласно современны м представлени ям , больш инство  ф е р 
ментов имеет двухком понентную  структуру, т. е. состоит из 
активной группы и носителя, но есть т а к ж е  однокомпонентные 
ферменты , состоящ ие только  из б елка , в которых роль а к ти в 
ной группы п р и н адл еж и т  определенны м  химическим группи
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ровкам  (ф енольны е группы тирозин а  в пепсине, сульфгид- 
рильные группы и т. д .) .

Х им ическая  п ри рода  активной группы ф ерментов  опреде
л я е т  х а р а к т е р  осущ ествляем ы х  катали ти чески х  процессов. 
В качестве  соединений, входящ и х  в состав  активной группы 
ферментов, могут быть витам ины  ( В ь рибоф лави н , никотин- 
амид, пан тотеновая , ф о ли евая  кислоты, биотин, пиридоксаль- 
ф о с ф а т ) ,  нуклеотиды  и д руги е  сл о ж н ы е вещ ества , играю щ ие 
роль  в процессах  обмена.

П олучение  кр и сталлических  п р еп ар ато в  ф ерментов  и и зу 
чение их химической природы  способствовало  выяснению  м н о
гих вопросов м ех ан и зм а  каталитической  активности их. В ы со
кая  степень катали ти ческой  активности ф ерментов  о б у сл а в л и 
вается  значительны м  пониж ением  энергии активац ии  вещ ества, 
вступаю щ его  в реакцию  б л а го д а р я  о б разован и ю  пр о м еж у то ч 
ных неустойчивых соединений (су бстр ат— ф ер м ен т) .  В этих 
соединениях о сл аб л я ю тся  внутри м олекулярн ы е  связи  и они 
с тан о вятся  более доступны д л я  ф ерм ен тативн ы х  превращ ений . 
К атали ти ческ ая  активность ф ерм ен та  зависи т  от быстроты 
освобож ден и я  его из ком п лекса  су бстр ат— ф ерм ен т  («бы стро
т а  оборотов» ф е р м е н та ) .  К атали ти ческ ая  активность, т. е. 
бы строта  п р евр ащ ен и я  субстрата  единицей ф ерм ен та , д л я  р а з 
ных ф ерментов  неодинакова , она зависи т  от тем п ературы , pH , 
концентрации субстрата ,  его химического строения и свойств, 
а  т а к ж е  многих други х  ф акто р о в  (К ретович, 1964).

К л асси ф и к ац и я  ф ерментов  носит несколько условный х а 
рактер . В ее основу  в качестве  главного  п ри зн ака  полож ен  
х а р а к т е р  химических реакц ий  при взаим одействии  с опреде
ленны м  субстратом . Условность класси ф и кац и и  п роявляется  
т а к ж е  и в том, что быстрое развитие  ф ерментологии, получе
ние новых дан н ы х  изм ен яет  и значительно расш и р яет  п р ед 
ставлен и е  о свойствах  ферментов  и х а р а к т е р е  действия  их на 
субстраты . К а к  установлено  в последнее врем я, многие ф е р 
менты о б л а д а ю т  не только, например, гидролитическими свой
ствам и , но т а к ж е  трансф ери рую щ им и в отношении оп ределен 
ных химических групп. Н и ж е  приводим перечень основных 
групп ф ерментов  (по Кретовичу, 1964).

1. Гидролазы. К атали зирую т при участии воды р асщ еп ле
ние различны х слож н ы х  органических соединений (т. е. осу
щ ествляю т процесс гидролиза  по схеме R R ' +  H — O H * * R - O H  +  
+  Н ■ R ') .  К ним относятся:

а) э с т е р  а з ы ,  р асщ еп ляю щ и е  и синтезирую щ ие слож н ы е  
эф иры ; л и п а з ы ,  р асщ еп ляю щ и е и синтезирую щ ие ж и ры  до 
вы соком олекулярн ы х  ж и р н ы х  кислот; т а н н а з ы ,  р а с щ е п л я ю 
щ ие и синтезирую щ ие слож н ы е эф иры  с фенольны ми гидрокси
л ам и  в кислотном компоненте; п е к т и н-э с т  е р а з ы, р а с щ е п 
л я ю щ и е  пектин с образован и ем  полигалактуроновой  кислоты
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и м етилового спирта; ф о с ф а т  а з ы ,  р асщ еп ляю щ и е слож ны е 
эф иры  фосфорной кислоты; с у л ь ф а т а з ы ,  расщ еп ляю щ и е 
слож н ы е  эфиры  серной кислоты;

б) к а р б о г и д р а з ы ,  гидролизую щ ие и синтезирую щ ие 
глю козиды , ди-, три- и поли сахари ды  по связи  -»-С— О — О - ;  
о л и г а з ы ,  р асщ еп ля ю щ и е  а- и р-гликолизидную  связь  в д и с а 
х а р и д а х  и гли кози дах  [а -глю кози даза , р -глю козидаза ,  а -га л а к -  
т о зи д аза  ( л а к т а з а ) ,  p -ф р у к то зи д аза  (и н вертаза )] ;  п о л и а з ы ,  
расщ еп лен и е  а- и p-связи простых и слож ны х  п о л и с а х а 
ридов (ам и л азы , ц еллю лазы , гем ицеллю лазы , полигалакту-  
р о н а з ы ) ;

в) а м и д  а з ы, катал и зи р у ю щ и е  п ревращ ен и я  амидов; 
у р е а з ы, р асщ еп ляю щ и е  мочевину; а с п а р а г и н а з а ,  г л ю -  
т а м и н а з а ,  гидролизую щ ие соответственно аспарагиновую  и 
глю там иновую  кислоты; а р г и н а з ы ,  гидролизую щ ие аргинин 
и др.;

г) п р о т е а з ы ,  гидролизую щ ие и синтезирую щ ие белки и 
пептиды; п р о т е и н а з ы ,  преимущ ественно ги дролизую щ ие 
белки с о бразован и ем  пептидов и ам инокислот  (пепсин, т р и 
псин, химотрипсин, химозин, п а п а и н а зы ) ;  п е п т и д а з ы ,  р а с 
щ еп ляю щ и е  преимущ ественно концевые пептидные связи  с о б 
разован и ем  ам инокислот  (дипептидазы , ам инопептидазы , кар- 
боксипептидазы , п ролин азы  и д р .) .

2. Ф осфорилазы . К атали зирую т расщ епление при участии 
фосфорной кислоты (т. е. ф о с ф о р о л и з ) .

3. Ферменты расщепления. К атали зирую т реакции по у р а в 
нению R— R ^ R  +  Ri (отщ епление воды, С 0 2, N H 4 и д р .) .

4. О кислительно-восстановительные ферменты.
а н 2+ в ^ а + в н 2 
ф ф

дона- акцеп- О кисление А
тор тор Восстановление В

5. Ферменты переноса (ф ер р азы ) .  К атали зирую т перенос 
целых атомны х группировок от одного соединения к  другому.

ф о сф о ф ер аза
А ТФ  +  глю коза  — = г ±  глю козо-6 -ф осф ат + А Д Ф .

ф осф отрансф ераза  
глю козо-6 -фосфат +  АТФ с глю козо-1,6-дифос
ф а т  +  А Д Ф

АТФ  — аден озинтриф осф ат ;
А Д Ф  — аден озандиф осф ат .
С огласн о  кл ассиф икации  Д и к со н а  и У эбба (1961), ф ер м ен 

ты представлены  двум я  основными группами: ф ерм ен там и  гид
ролиза  (ги дролазы ) и ф ерм ен там и  переноса ( т р а н с ф е р а з ы ) . 
К  первой группе относятся ферменты , ги дролизую щ ие р а зл и ч 
ные типы связей в молекуле  субстрата:  — С О — N H — , аминные, 
слож ноэф и рны е, гликозидные, кислотных ангидридов, реакции

8



неокислительного д ек ар бо к си л и р о ван и я  и др. К о  второй п ри 
н а д л е ж а т  ферменты , осущ ествляю щ и е  перенос водорода, а зо т 
со дер ж ащ и х , ф осф атны х, ацильны х, гликозильны х, метальн ы х 
групп и др. О тдельную  группу со ставл яю т  р азн ы е  ферменты, 
в частности осущ ествляю щ и е  реакц ии  синтеза , связан н ы е  с 
р асп ад ом  АТФ, ГТФ и др. Ф ерменты, о сущ ествляю щ ие ги дро
лиз п олисахаридов , относятся , по упомянутой классиф икации , 
к  ги дролазам .

И склю чительно  в аж н у ю  роль в процессах  ж и зн ед ея тел ь н о 
сти растительны х и ж и вотн ы х организм ов , синтеза  и р асп ад а  
различны х веществ, осущ ествляем ы х при этом, играю т у гл е 
воды. Они явл яю тся  источником энергии, структурны м и и р е 
зервны м и вещ ествам и, вы полняю т р яд  других р азн о о б р азн ы х  
функций. П о хим ическом у строению и свойствам  их р а зд ел я ю т  
на две  больш ие группы: м оносахариды  и полисахариды .

М о н о с а х а р и д ы  с о д е р ж а т  атомы  углерода  в соеди не
нии с гидроксильны ми спиртовыми группам и в соотношении, 
равном  их соотношению в воде, т. е. на один атом углерода  
приходится д в а  атом а  водорода  и один атом ки слорода  (о т 
сю да и их н азван и е  — угл ево ды ) .  К ром е гидроксильны х групп,

в молекуле  м оносахаридов  содерж ится  альдеги д н ая  С ч  ̂ или

кетонная  =  С =  О группа, и по этом у  п ри зн аку  они д ел ятся  на 
ал ьдо зы  ,и кетозы. Н а зв а н и я  отдельны х м оносахаридов  о п р ед е
ляю тся  числом атомов углерода : триозы  с о д е р ж а т  три его а т о 
ма, тетраозы  (С 4І-І8О 4) — четыре, пентозы (С 5Н 10О 5) — пять, 
гексозы  (СбНі20б) — шесть, гептозы (С 7Н 14О 7) •— семь атомов 
углерода  в м олекуле. Н аи б о л ее  распространены  в природе и 
изучены гексозы, типичным представи телем  которых явл яется  
глю коза . И зучение химического и пространственного  (стерео- 
химического) строения, многообразны х п ревращ ений  п о к а з а 
ло, что свойства м оносахаридов  весьм а  разнообразны .

М о л еку л а  глю козы  содерж и т  асим м етрические атомы  у гл е 
рода, у которых все валентности зам ещ ен ы  различны м и а т о м 
ными группами, и о б р азу ет  стереоизомеры, отли чаю щ и еся  ф и 
зико-химическими свойствами. У становлено, что стереои зом е
рия, т. е. п р и н адл еж н о сть  к D- или L -ряду, оп ределяется  поло
ж ением  углеродного  атом а  по отношению к карбони льн ой  и 
первичной спиртовой группе. В случае  глю козы  —  это пяты й 
атом углерода . Т аки м  образом , ряд  м ож ет  иметь несколько 
изомерных соединений. В случае  глюкозы  — это 24= 1 6 .

М ногообразие  превращ ений  м оносахаридов  обусловлено  т а к 
ж е  циклическим строением. Ц иклические  ф орм ы  глю козы  о б 
разую тся  путем присоединения атом а кислорода  м еж д у  первым 
и пяты м атом ам и  у глерода  (п и ран оза)  или первым и четвертым
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ато м ам и  у глерода  (ф у р ан о за )  в молекуле  глюкозы. П одобны е 
особенности строения и свойств установлены  т а к ж е  д л я  других 
м оносахаридов  — пентоз, триоз.

Устойчивые в кристаллическом  состоянии, м оносахариды  в 
р аств о р ах  п р ев р ащ аю тся  в изом ерные ф ормы, п р о я в л я я  так  
н азы в аем у ю  м утаротаци ю : в раство р ах  м он осахари д  (глю к о
за )  м ож ет  быть в виде одной альдегидной ф ормы, двух ано- 
мериых пи ранозны х и двух  аном ерны х ф уранозны х  форм. М он о
с ах ар и д ы  о б л а д а ю т  исклю чительной реактивной лаби льностью  
и о б р азу ю т  многочисленные производны е по карбони льн ой  
группе, спиртовы м гидроксилам , гликозидном у гидроксилу и 
др., которы е описаны к а к  при изучении природных, т а к  и син
тези рован н ы х  соединений (рис. 1).

Ф ерм ентати вны е п р евр ащ ен и я  м оносахаров  в организм е  
происходят  т а к ж е  м ногообразны м и путям и и соп ровож даю тся  
о б р азо ван и ем  больш ого  числа соединений н ачальны х, пр о м е
ж уточны х и конечных этапов  превращ ений . Эти реакц ии  к а т а 
лизи рую тся  многочисленными ф ерм ен там и  и их системами. 
Н аи б о л ее  обстоятельно  они изучены при обмене вещ еств  в о р 
ган и зм е  человека, ж ивотны х, в меньш ей степени — растений. 
П оследн ие  годы уделяется  больш ое вним ание  изучению ф ер 
м ентативного  п ревращ ен и я  углеводов, в том числе м о н о с а х а 
ридов, бактери ям и . И м ею тся  исследован ия  с отдельны м и ви 
д ам и  микроскопических грибов.

С оединением (конденсацией) остатков одинаковы х или р а з 
ных м оносахаридов  с отщ еплением  соответствую щ его числа 
м олекул  воды образую тся  поли сахари ды  [лС6Н і20 б— (п — 
—  1) Н 20 —̂ полисахарид]. П о  числу соединенных молекул  м оно
сах ар и д о в  разл и ч аю т  д и сах ар и ды , с о д ер ж ащ и е  д в а  о статка  
м он осахаров , олигосахариды  —  от двух до 8— 10 и п о л и с а х а 
риды, с о д е р ж а щ и е  больш ее число м оносахаридны х единиц.

П о л и с а х а р и  д  ы —  одна из наиболее  расп ространенны х 
групп природных биологически в а ж н ы х  соединений. П р и р о д 
ные поли сахари ды  — вы соком олекулярн ы е  соединения, со дер 
ж а щ и е  в отдельны х сл у ч аях  до нескольких ты сяч  сах ар о зн ы х  
единиц. К  ним относятся  вещ ества, играю щ ие роль запасн ы х  
или питательны х, как  к р ах м ал ,  синтезируемы й высшими р а с те 
ниями, гликоген, образуем ы й  у ж и вотн ы х и грибов, инулин — у 
р я д а  растений, а т а к ж е  вещ ества , составляю щ и е основу к л е 
точных оболочек и тканей ,— ц еллю лоза ,  пектин, хитин, ксилан, 
многие специфические поли сахари ды  м икроорган изм ов, п л азм ы  
крови и др. П о химической структуре  п о л и сахари д ы  состоят  из 
полимерной цепи, в которой у глерод — углеродны е связи  за к о н о 
мерно преры ваю тся  атом ам и  ки слорода  (К очетков  и др., 1961).

И зучение химии полисахаридов, их строения п ред ставляет  
одну из слож ней ш и х за д ач  органической  химии. Но, несмотря 
на это, здесь  имею тся значительны е успехи, позволивш ие уточ-
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Рис. 1. Строение раз
личных форм глюкозы 
(по Кретовичу): 

а — /  — Д-глюкоза, 2 - а -  Д~ 
глюкоза, 3 — р-Д-глкжоза, 
4 — пиран, 5 — пираноза, 6 — 
а-Д-глюкопираноза, 7 — р-Д - 
глюкопираноза, 8 — фуран, 
9 — глюкофураноаа, /0 — а- 
Д-фруктопираноза, И — 0* 
Д-фруктофуранрза; б—мута- 
ротация глюкозы в раство
ре: 12— гидратная форма, 
1 3 — оксоформа, 14 ~  еноль- 
ная форма, / 5 —а.пирано

за, 1 6 — Э пираноза, 17 — 
а-фураноза, 18 — 0-фура- 
ноза.



нить химическую  х ар ак тер и сти к у  и строение многих природных 
биологически в аж н ы х  п олисахаридов , изучить состав  входящ их 
в их м олекулу  сахаров ,  их число, х а р а к т е р  связей  и т. д.

Среди п о л и сахари д ов  разл и ч аю т  гом ополисахариды , цепь 
которых состоит из одного мономера — м он осахарида , и гете
рополисахариды , в полимерной цепи которых могут в р а зл и ч 
ных сочетаниях  чередоваться  два  или более различны х м оно
сахаридов .

В процессе обмена  вещ еств растительны х и ж и вотн ы х о р г а 
низмов, т а к  ж е  к а к  и в процессе р азл о ж ен и я  продуктов, кор 
мов и органических остатков  в почве и других природных м е
стообитаниях, поли сахари ды  претерпеваю т р азн о о б р азн ы е  п р е 
вращ ен и я ,  вы зы ваем ы е  ф ерм ен там и  микробного, в том числе 
грибного происхож дения . К а к  известно, многие из последних 
и зд ав н а  использую тся в народной прак ти ке  — хлебопечении, 
производстве  молочных продуктов, напитков  и т. п.

Ф ерм ентативны й гидролиз полисахаридов , таких , к а к  к р а х 
мал , ц еллю лоза ,  пектин и др., осущ ествляется  многими видам и 
грибов.

А М И Л А З Ы

А м и л азы  — ферменты , гидролизую щ ие к р ах м ал .  К р ах м ал  
п р ед ставл яет  собой ком плексное соединение и состоит из двух  
полисахаридов: ам илозы  (20— 3 0 % ) и ам илопекти на  (70— 
8 0 % ) .  Эти компоненты могут быть разделен ы  путем о с а ж д е 
ния ам илозы  бутанолом , нитром етаном  (с последую щ им  у д а 
лением  р аство р и тел я ) .  М олекулярн ы й  вес ам илозы  около 
50 000; она содерж и т  до 300 глюкозных остатков  в полимерной 
цепи. Зн ач и тел ьн о  более слож н ы й  состав  и  строение ам и л о п ек
тина. С читаю т, что основной единицей цепи ам илопекти на  т а к 
ж е  я в л яю тся  остатки  глю козы , связан н ы е  р -1, 4 -глюкозидной 
связью , но с наличием ответвлений в полимерной цепи, число 
и п оследовательность  которых ещ е не вполне выяснены ( К о 
четков и др.) (рис. 2 ) .  А м и лоза  ок р аш и вается  йодом в синий 
цвет, ам илопектин — в красно-фиолетовы й.

К р а х м а л  — один из наи более  расп ространенны х в природе 
углеводов , со дер ж и тся  в различны х количествах  во многих ви
д а х  растений и играет  больш ую  роль в обмене вещ еств р асти 
тельны х организм ов, я в л я я с ь  зап асн ы м  энергетическим м а те 
риалом . В елико его значение и к а к  одного из основных п и та 
тельны х вещ еств д л я  ж ивотного  орган и зм а .

К р а х м а л  разны х видов и сортов растений отличается  ф о р 
мой зерен, разм ером , строением и некоторыми свойствами. 
Так , например, к р а х м а л  разн ы х  сортов кукурузы  отли чается  
тем п ературой  клейстеризации; пшеницы — вязкостью  р аств о 
ров в мочевине; гороха, риса — соотношением ам илопекти на  и
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амилозы (наличие последней определяет быстроту разваривае
мое™ риса). В неодинаковой степени он подвержен фермента
тивному гидролизу, имеет различную «атакуемость» амилазами.

Известен комплекс амилаз, производящих расщепление 
крахмала:

а-А м и л а з а — гидролизует а-1,4-глюкозидные связи по
лимерной цепи молекулы крахмала с образованием мальтозы 
и конечных декстринов. Ферментные очищенные препараты по
лучены у Asp. awamorii, Asp. candidus v. amyloliticus, Asp. ni
ger, Rhizopus deleniar [32, 33, 46, 50, 63, 67, 68, 89].

Г л ю к о а м и л а з а  — отщепляет отдельные глюкозные 
единицы от нередуцированного конца <х-1,4-глюкозидных свя-

Рис. 2. Строение компонентов крахмала (по Кочеткову и др.): 

а — амилоза; б — амилопектин.

зей. Гидролиз крахмала сопровождается образованием глюко
зы, иногда — а-олигосахаридов. Очищенные препараты полу
чены у Asp. niger, Asp. oryzae, Rhizopus delemar. Некоторые 
из указанных видов образуют трансгликозидазы, обладающие 
также активностью в отношении гидролиза 1,6-глюкозидных 
связей [33, 56, 60, 63, 72, 74, 75, 77—81].

а-Г л ю к о з и д а з а (мальтаза)— гидролизует дисахарид 
мальтозу.

О л и г о-1,6-г л ю к о з и д а з а (декстриназа) — расщепляет 
ц-1,6-глюкозные связи в изомальтозе, панозе, конечных дек
стринах; наиболее подробно изучена у Asp. oryzae, Asp. awa
morii v. fumeus [87, 63].

а-Г л ю к о з и л т р а н с ф е р а з ы  — превращают мальтозу 
в глюкозу, панозу, изомальтозу, высшие олигосахариды (неак-
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тивны на к р а х м а л е  и конечных д ек стр и н ах ) ;  п р ев р ащ аю т  м аль- 
тооли го сах ар и ды  в глю козу , м альтозу , пан озу  и синтезирую т 
изом альтозу ,  пан озу  и м ал ьтооли госахари д ы  из м альтозы .

П роц есс  ф ерм ен тативн ого  ги дроли за  к р а х м а л а  и роль в нем 
отдельны х ам илолитических ф ерментов  недостаточно ясны [61, 
63, 70].

Д л я  больш ин ства  грибов различны х систематических групп 
к р а х м а л  яв л яется  хорош им источником углерода . Р а с т в о р и 
мый к р а х м а л  —  частично д еп олим еризованн ое  путем ки слот
ного ги дроли за  производное к р а х м а л а  — нередко используется  
гри бам и  лучш е, чем нативный кр ах м ал . Сырой к р а х м а л ,  если 
структура  зерн а  не р а зр у ш ен а  авто кл ави р о ван и ем , не м ож ет  
быть исп ользован ны м  отдельны м и видам и  грибов, он т а к ж е  не 
гидролизуется  очищенной ам илазой .

Н есм отря  на то, что больш инство  видов микроскопических 
грибов использует  к р а х м а л  в качестве  источника углерода , 
т. е. об р азу ет  ам и лазы , сравнительны х исследований по х а р а к 
теристи ке  ам илолитических свойств их не проведено. В основ
ном и зучались  ам и л азы  отдельны х видов рода A sp e rg i l lu s ,  г л а в 
ным о б разом  A sp .  oryzae , A sp .  niger,  а т а к ж е  R h iz o p u s  (R h . 
de lem ar, Rh. j a p o n ic u m ) . Это о б ъ ясн яется  тем, что у к азан н ы е  
грибы и зд ав н а  ш ироко при м ен яю тся  в практике, нап рим ер  в 
Японии д л я  изготовления продуктов  питания из риса, сои и 
др., а т а к ж е  спиртных напитков. К а к  продуцент о сахари ваю - 
щей а м и л а зы  A sp .  o ry za e  н аш ел  применение во многих с т р а 
нах  в спиртовой промыш ленности. О д н ако  в том и другом  с л у 
ч аях  источником а м и л а з  и других ф ерментов  сл у ж и л и  культуры  
этих видов грибов, вы ращ ен н ы е  на отрубях. В этих условиях  
упом януты м и видам и  грибов об р азу ется  ком п лекс  ам и л о л и ти 
ческих, протеолитических и некоторых других ф ерментов, ко 
торый не всегда  ж ел а т е л е н  д л я  отдельны х процессов п рои звод 
ства, а в некоторы х с л у чаях  д а ж е  вреден. Так , наприм ер, д л я  
хлебопечения сущ ественно необходим а а - а м и л а з а  и совсем не
ж е л а т е л ь н ы  протеолитические ф ерменты  этого ком плекса , а в 
пивоварении м о ж ет  быть эф ф ективен  ком плекс ам и лоли ти ч е
ских и протеолитических ф ерментов.

У словия об р азо ван и я ,  методы вы деления, очистки, свойства 
и активность  а м и л а з  у к а за н н ы х  видов грибов, а т а к ж е  спосо
бы их применения изучались  многими авторам и .

В связи  с во зр астаю щ и м  практическим  использованием  а м и 
л а з  и развитием  новых методов изучения ф ерментов, п о зво л яю 
щих п олучать  высокоочищ енные и кри сталлические  преп араты , 
исследовались  ам илолитические свойства к а к  используем ы х в 
практи ке  видов грибов, т а к  и новых, активны х продуцентов 
ам илазы . Р езу л ь таты  этих исследований, проведенных в р а з 
ных стран ах , были предметом  обсуж ден ия  на ряде  м е ж д у н а р о д 
ных съездов  и симпозиумов.
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С равн и тельн ое  изучение ам илолитической  активности м у 
зейных и вы деленны х из почвы ш там м о в  A sp .  o ry za e  и A sp .  
n ig e r  проведено Ф ениксовой [46] (табл. 1).

Т а б л и ц а  1
Х арактеристика амилолитических свойств разны х культур двух 
видов A sp e rg illu s

Название вида и номер 
штамма

Активность амилолитических ферментов, 
ед. на I г  сухой культуры

АС о с ДС МА

A sp . oryzae M . . . 38,4 12,8 0,83 26,5
« » 28 . . . 32,9 13,4 0,79 10,2
« » 10а . . 38,8 11,6 0.84 17,8
« » Ki . . 41,4 12,5 0,75 25,1

Asp, n iger S . . . 1,48 1,07 0,60 65,9
« » 5 і . . . 2,12 0,86 0,44 55,8
« » 6i . . . 1,54 1,35 0,71 78,0
« » 8i . . . 1,81 1,52 0,79 72,2
АС — амилолитическая способность, ОС — осахаривающая способность, 
ДС — декстриногенная способность. МА — мальтазная активность.

К а к  видно из приведенных данны х, A sp . o ry za e  образует  
значительно  более активную  ам и л азу ,  чем A sp .  n ig e r  (32— 41 
ед. на 1 г  сухой культуры  гриба  против 1,5— 2 ед .) .  В то  ж е  
время последний об р азу ет  м а л ь т а зу  го р аздо  активнее, чем р а з 
ные культуры  A sp .  o ry za e  (55— 78 ед. против 10— 26). Автор 
у казы вает ,  что адсорбцией  на силикагеле  м ож н о р азд ели ть  
ам илолитический  ком п лекс  гриба A sp .  o ry za e  и получить ф е р 
ментные п реп араты , о б л ад аю щ и е  незначительной ам и л о л и ти 
ческой, но высокой декстри н азн ой  и м ал ьтазн о й  активностью.

К ом плекс  ам илолитических ф ерментов  A sp .  o ry za e  и A sp .  
n ig er  исследован  П эй ж ю э  с сотрудниками. Т ак , бы ло у стан о в 
лено [76], что A sp .  oryzae ,  т а к  ж е  к а к  и A sp .  n iger,  образует  
ф ермент тр ан сглю ко зи дазу .  Этот ф ермент синтезирует  из м а л ь 
тозы  и зом альтозу , панозу , декстран пориозу , тетр асах ар о зу .  
В опы тах  авторов  был очищенный п р еп ар ат  ф ермен та , п олу
ченный из осаж денного  спиртом водного эк с тр а к та  культуры  
A sp .  o ry za e  на отрубях . А нализ продуктов ф ерментативного  
гидролиза  производился  при помощ и бу м аж н о й  х р о м а то г р а 
фии, а т а к ж е  выделением  и последую щ им  изучением их 
свойств. В качестве  субстратов  использовали сь  м а л ь то за  и гл ю 
козо-1 -фосфат. О лигосахариды , син тезированны е трансглю ко- 
зидазой  A sp .  o ry za e  из м альтозы , со д ер ж ал и  а-1,6 связи. И с 
пользуя  меченную С 14 глю козу  в реакционной смеси, авторы 
п ок азали ,  что ф ермент осущ ествляет  перенос глю козидны х е д и 
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ниц из 1,4 к  1,6 связям . Т аки м  образом , н ар я д у  с а м и л а за м и  у 
этих видов грибов о б н ар у ж ен  фермент — т р ан сглю к о зи д аза ,  
осущ ествляю щ ий синтез новых соединений 1,6-олигосахаридов  
из м альтозы .

П р е д с т а в л я ю т  т а к ж е  интерес исследован ия  [78— 80] по изо
л яции  и изучению действия ам и логлю кози д азы  A sp .  niger,  
А м и л о гл ю ко зи д аза ,  о б р аз у ем а я  грибом н ар я д у  с а -а м и л а зо й  и 
м ал ьтазо й ,  о б л а д а е т  способностью почти полностью  п р е в р а 
щ ать  к р а х м а л  и м ал ьто о л и го сах ар и д ы  в глю козу. Очищенный 
п р е п ар а т  а м и л о гл ю к о зи д азы  авто р ам и  получен путем х р о м а 
тограф и и  на колонке Д Е А Е -ц ел л ю л о зы  кон центрата  неочищ ен
ных ф ерментов  A sp .  n iger.  Ф р ак ц и о н и р о ван н ая  элю ция — п ро
м ы ванием  500 м л  0,05 М лим оннокислы м  д вун атри й ф осф атн ы м  
буфером  pH  8,0, затем  pH  6,0 и pH  4,0. У становлено, что ами- 
лоли ти ческ ая  активность ф ракц и и  при pH  6 ,8— 7,3 относится 
к  а -а м и л а зе ,  а при pH  6,0 и 4,5— 5,2 — к ам илоглю козидазе . 
Д в а  п р еп ар ата  ам и л о гл ю к о зи д азы  в опы тах  авторов  о тл и ч а 
лись  по отношению к тем п ературе , подвиж ности  на бу м аж н о м  
электроф орезе , но п р ео б л ад ал  ф ермент при pH  4,5— 5,2, кото 
рый и исп ользовался  д л я  д альн ей ш ей  очистки и изучения. П о 
вторным электроф орезом  на бум аге  было установлено, что 
ам и л о гл ю к о зи д аза ,  которая  эл ю и р о в ал ась  при pH  4,6— 5,0 из 
колонки, бы ла гомогенна (рис. 3).

И зучены некоторые ф изико-химические свойства: 1) отно
ш ение к тем п ературе . Ф ермент при н агревании  до 50° С в т е 
чение 30 м и н  и быстром ох л аж д ен и и  до 30° инактивируется  
на 20% ; при 60° соответственно — на 58% ; 2) отнош ение к pH. 
М акси м ум  активности при pH  4,8; 50%  и н активаци и  при pH  
3,0 и 6,5; 3) с у бстр атн ая  специфичность. К р а х м а л  п р ев р ащ ает  
в глю козу  на  85% , ам илопектин  — на 98% , ам илодекстри н  — 
на 93% . Н а  всех стадиях  гидролиза  очищенным ф ерментом  от
1, 2, 4, 8 , 24 часов об р азу ется  только  глю коза . Ф ерм ент ги дро
лизует  т а к ж е  м альто -олигосахариды , о б р азу ем ы е  при ги д р о л и 
зе к р а х м а л а ,  но не о б л а д а е т  тран сглю козоли ти чески м и  свой
ствам и  (в продуктах  гидролиза  не обн ар у ж ен ы  и зо м ал ьто за ,  
пан оза  и д р . ) .

Т р а н сгл ю к о зи д аза  A sp .  n ig er  в опы тах  авторов  бы ла  отде
лен а  от других кар б о ги д р аз  гриба  хр о м ато гр аф и ей  и ад со р б 
цией на Д Е А Е -ц ел лю л о зе ,  к р а х м а л е  и карбокси м етилц еллю ло- 
зе с последую щ ей очисткой электроф орезом  и ультрац ен три ф у- 
гированием.

П ри  ф ракционном  эл л ю и рован и и  из целлю лозн ой колонки 
ф о сф атноци тратны м и буферны м и раство р ам и  с р азн ы м  з н а ч е 
нием pH  (8,0; 6,0; 4,0) были получены отдельны е ф ерменты 
ам илолитического  ком плекса гриба. А нализ продуктов  ги дро
л и за  при действии этих ф р акц и й  на к р а х м а л  и м ал ьто зу  п о к а 
зал ,  что а м и л а з а  присутствует во ф ракци и  с pH  7, ам илоглю ко-
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Рис. 3. К арбогидразы  Aspergillus niger (по P a z u r ) :
а — подвижность при электрофорезе на бумаге: амилоглюкозидаза (Л), 
амилаза (Б),  трансглюкозидаза (В): б — скорость осаждения (седимен
тации) очищенной трансглюкозидазы.



зи д а за  — при pH  6,0 и 4,8, а тр а н с гл ю к о зи д а за  — во ф ракци и  
с pH  8,0. Д а л ь н е й ш а я  очистка т р ан сглю ко зи д азы  A sp .  n ig er  
п роводилась  повторной адсорбцией  на Д Е А Е -ц е л л ю л о зе  с pH  8 
д в а ж д ы , на обезж и рен н ом  кукурузном  к р а х м а л е  и карбокси- 
м ети лц еллю лозе  (p H  4,5). З а т е м  раствор  был концентрирован  
и при pH  3,5 со хран ялся  без значительной  потери активности.

Э лектроф орез  п о к азал ,  что п р еп ар ат  тр ан сглю к о зи дазы  я в 
л яется  гомогенным. В опы тах  авторов  при определении его а к 
тивности на р аств о р ах  м альтозы , к р а х м а л а  и изом альтозы  
установлено, что тр а н с гл ю к о зи д а за  A sp .  n ig e r  действует на три 
субстрата ,  т. е. о б л а д а е т  гидролитической и тран сф ери рую щ ей  
активностью . Н а и б о л ь ш а я  активность ф ерм ен та  при pH  3,5 
(табл. 2 ).

Т а б л и ц а  2

Влияние pH на ф ерм ентативную  активность
трансглю козидазы  A s p .  n i g e r
(1 0 0 % — наивы сш ая активность при pH  3,5)

pH

Соединения

М альтоза И зом альтоза К рахм ал

2,0 51 50 57
2,5 78 68 73
3,0 84 83 82
3,5 100 100 100
4,0 73 82 79
4,5 56 60 56
5,0 51 44 47
6,0 21 — 18

Д ействие на  мальтозу. Р еакц и о н н ая  смесь: 0,1 м л  0,3 М 
р аствора  м альтозы , б у ф е р и р о в а н н о г о  до pH  3 ,5 +  0,1 м л  р а с 
твора  тран сглю кози дазы , при 30° С. П родукты  реакц ии  и зу ч а 
ли хром атограф и чески  (система н-бутиловый спирт : пиридин :
: вода — 6 : 4 : 3 )  через 0, 2, 4, 8 , 16 часов.

О пыты п оказали ,  что м ал ьто за  быстро гидролизуется  до 
глю козы  и в течении ги дроли за  о б н ар у ж и в аю тся  в реакц и о н 
ной смеси и зом альтоза ,  п ан оза ,  т. е. ф ермент о б л а д а е т  транс- 
ф ерирую щ им  действием и на  соединения с а - 1,6 связями .

Д ей ствие  на к р ахм ал .  Р е акц и о н н ая  смесь: 0,1 м л  2% р а с т 
воримого к р а х м а л а  при pH  3 ,5 +  0,1 м л  ф ермента, р еакц и я  при 
30° С. Х ром атограф ический  ан ал и з  продуктов производился 
через 3, 6 , 12, 24 часа . Г лю коза  о б н а р у ж и в а л а с ь  в ранние с т а 
дии гидролиза  —  до 12 часов, через 12— 24 часа  бы ли соедине
ния с Rf, близким  к и зо м ал ьто зам , т. е, ф ерм ен т  о б л а д а е т  ги д 
ролитической и тран сф ери рую щ ей  активностью .
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Д ей стви е  т р ан сглю ко зи д азы  Asp . n ig e r  на  к р а х м а л  бы ло 
т а к ж е  устан овлен о  при использовании ради оакти вн ого  изотопа 
глю козы , меченной по С 14 (табл . 3).

И з  приведенных д ан н ы х  видно, 
что д и сах ар и д  и зо м ал ьто за  в зн а ч и 
тельном  количестве о б р азо в ы вал ся  в 
опытной смеси путем перенесения 
глю козны х единиц к р а х м а л а  к глю 
козе. К а к  у к а зы в а ю т  авторы, транс- 
глю тизи рую щ ее действие полученный 
ф ермент м ож ет  о к а зы в а т ь  к а к  при 
п рям ом  воздействии на кр ах м ал ,  так  
и при воздействии на олигосахариды , 
об р азу ем ы е  при его гидролизе.

С р авн и тел ьн ая  х ар актер и сти к а  ами- 
лолитических ф ерментов  различны х 
видов грибов, используем ы х в п р о 
м ыш ленности Японии, приводится в 
работе  О к а за к и  [74, 75]. Автор р а з 
д ел яет  изученные виды A s p e r g i l lu s  
на р я д  групп по х а р а к т е р у  гидролиза  
к р а х м а л а :

1. В процессе гидролиза  об р азу ется  меньш е глю козы , чем 
м ал ьто зы  — тип 1 (A s p e r g i l lu s  o ry za e ) .  Этот вид гриба о б р а 
зует а- и |3-амилазы, но почти не активен в отношении т р а н с 
глю козидазы .

2. П ри  гидролизе  к р а х м а л а ,  наоборот, п р ео б л ад ает  глю ко
з а —  тип 2 (A s p e r g i l lu s  u sa m ii ) .  К дан н о м у  типу относится 
и гидролиз, вы зы ваем ы й некоторыми другим и видам и  грибов — 
R h iz o p u s  to p k in en s is ,  P e ti ic i l l ium  sp., M u co r  sp. Эти виды м а л о 
активны в отношении а- и |3-амилаз, но активны  в отношении 
тран сглю кози дазы .

3. В процессе гидролиза  к р а х м а л а  в первы х ф а за х  о б р а з у 
ется много м альтозы , затем  ее кон центраци я  сн и ж ается  — тип 
3 (A sp e rg i l lu s  a w a m o r i i ) . А м илолитическая  активность  этого 
вида х ар актер и зу ется  трем я  ф ермен там и: а- и (3-амилазами и 
трансглю кози дазой . В р езу л ьтате  действия  последней о б р а з у 
ются неф ерментировйнны е д р о ж ж а м и  оли госахари ды  (рис. 4 ).

Автор считает, что три ф ерм ен та  — а -а м и л а за ,  [3-а м и л а за  и 
м ал ьто о л и го сах ар и д  тр ан сглю к о зи дазы  — явл яю тся  наиболее 
в аж н ы м и  компонентами грибных ам и л аз ,  ответственных за  р а з 
личные стороны процесса  гидролиза  к р а х м а л а .

У казан н ы е  виды грибов — продуцентов различны х ам илоли- 
тических ф ерментов  могут и сп ользоваться  при разли ч н ы х  п р о 
цессах гидролиза  к р а х м а л а  в практике.

А милолитические свойства группы черных аспергиллов  — 
Asp. a w a m o r i i  при вы ращ и ван и и  на отрубях  и A sp . u sa m ii

Т а б л и ц а  3

Р ади оактивность изом аль- 
тозного участка  бум аж ной 
хром атограм м ы  при дей
ствии ферм ента трансглю 
козидазы  A s p .  n i g e r  на 
меченную С 14 глю козу +  
i крахм ал  и глю козу С 14

Время 
(в часах)

Глю коза 
С'* и 

крахмал
Г люкоза 

С14

счет/мин счетімин

0 14 И
6 158 26

12 308 41
24 642 68
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при глубинном выращивании на синтетической среде с сырым, 
заранее простерилизованным крахмалом,— изучал Уеда [87].

Из Asp. awamorii был получен препарат сахарогенной ами
лазы; инактивация декстриногенной амилазы в экстракте про

изводилась подогреванием до 60° С в течение 15 мин при pH 
2,4, а мальтозы — при подогревании до 60° при pH 7,8.

Из фильтрата 48-часовой культуры Asp. usamii на среде, 
содержащей 1% сырого крахмала, 0,2% мочевины, 0,1% 
M gS 04-7H20, 0,02% NaCl, 0,2% КН2Р 0 4, 0,1% глюкозы, при 
глубинном выращивании при pH 5,2 получен препарат декстри

ногенной амилазы.
Гидролиз сырого крахмала определяли в реакционной сме

си, состоящей из 0,25 г сырого крахмала в 40 мл буфера pH 
3,6; через установленные промежутки времени определяли ре
дуцирующие сахара.

Автор считает, что изученные им виды из групп черных ас- 
пергиллов обладают сахарогенной амилазой с более высокой 
активностью гидролиза сырого крахмала, чем аспергиллы груп
пы Asp. oryzae. Полученный автором фермент гидролизует сы
рой крахмал картофеля, кукурузы, риса при оптимальном pH 
3,6. При совместном применении декстрогенной и сахарогенной 
амилаз степень гидролиза крахмала повышалась почти втрое 
по сравнению с их действием порознь. Применение амилаз этих 
видов грибов для гидролиза сырого крахмала избавляет от 
предварительного заваривания его и повышает выход спирта.

Характеристика комплекса амилолитических ферментов ви
дов Aspergillus в связи с различными целями их применения 
приводится в работах ряда авторов [14, 15, 32, 33, 50, 51].

Родзевич [32, 33] считает, что анализ конечных продуктов 
гидролиза крахмала, декстринов и других полисахаридов ме-
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Рис. 4. Сравнительная 
характеристика амило
литических ферментов 
разных видов грибов по 
продуктам гидролиза 
крахмала (по Okazaki): 

М — мальтоза, Г — глюкоза.



тодом  количественной хр о м ато гр аф и и  позволит установить  осо
бенности ам илолитического  ко м п лекса  отдельны х видов и 
ш там м о в  грибов и и сп ользовать  эти дан н ы е  при отборе п роду
центов различны х ам илаз .

Х ар актер  компонентов а м и л а з  м ож ет  т а к ж е  р егу л и р о в ать 
ся условиям и культиви рования  видов грибов-продуцентов, спо
собам и  выделения.

С м ирнова , Ф ени ксова  [34, 35, 46, 47, 48 и 50] установили  
влияни е  состава  среды  на биосинтез и активность ам и л азы  
A sp .  oryzae.  А м и л а за  этого гриба  об р азу ется  на синтетической 
среде с к р ах м ал о м , декстрином , мальтозой , но не с глюкозой, 
сахарозой , арабинозой , ксилозой, глицерином или маннитом. 
И з  разн ы х  источников азота  — аммонийного, нитратного, с м е 
си аминокислот , пептона, нативного  белка  — н аи более  активное 
о б р азо в ан и е  ам и л азы  бы ло на среде Ч а п е к а  с сернокислым 
аммонием . П ри  этом, в зависимости  от х а р а к т е р а  источника 
азота ,  нап равлен н ость  биосинтеза  ам и л азы  бы ла  различной. 
Н а  среде Ч а п е к а  с сернокислы м  ам м онием  (физиологически 
к и слая  соль) до  95,6% ам и л а зы  отм ечалось  в культуральной  
ж идкости ; на этой ж е  среде с азотнокислы м  натрием  (ф и зи оло
гически щ ел о ч н ая  соль) при значительно  более низкой а к т и в 
ности биосинтеза  ф ерм ен та  п р ео б л адаю щ ее  количество  а м и л а 
зы (до 82 ,4% ) со д е р ж а л о с ь  в мицелии гриба  (табл . 4 ) .

Т а б л и ц а  4

Рост и амилолитическая активность A s p .  o r y z a e  на синтетической среде с 
(N H 4) 2S 0 4 и л и  N a N 0 3

А милолитическая активность, ед

Источник азота
С ухой вес 
м ицелия, г на 100 мл 

среды
на 1 г сухого 

мицелия Итого

0,15 % N (N H 4) 2S 0 4 . 
0,15% N N a N 0 3 .................

1,79
1,11

76,4(95,6% )
7,8(17,6% )

5,3 ( 4,4% ) 
36,8(82,4% )

81,7(100% )
44,2(100% )

П ри изменении н ачального  pH  среды  добавлен и ем  ф о с ф а т 
ного б уф ера  м ож н о изменить биосинтез а м и л а зы  и на среде с 
нитратны м  азотом  — накопление  ф ерм ен та  в культуральной  
ж и дкости  в этих условиях  достигает  85,4% (табл . 5 ).

А налогичны е дан н ы е  получены и в отношении д екстри назы  
на среде с сернокислы м аммонием: до 77,6% ф ерм ен та  о б н а 
руж ен о  в культуральн ой  ж идкости , в то  врем я к ак  на среде с 
нитратом было приблизительно  равное  количество ф ермен та  
в мицелии и в культуральной  ж идкости . Н а биосинтез маль- 
та зы  хар актер  источников азота  не о к а зы в а е т  аналогичного
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Т а б л и ц а  5

Рост и ам илолитическая активность A s p .  o r y z a e  на нитратной среде 
с фосфатны м буф ером (pH  6,3)

Среды

pH Сухой 
вес 

мице
лия, г

Амилолитическая активность, ед

первич
ная

конеч
ная

на 100 мл 
среды

на 1 г сухого 
мицелия Итого

С ф осф атны м  бу
фером . . . . 

С ди стиллирован
ной водой . .

6 ,2

6 ,7

6 ,2

7 ,2

1 ,26

1,21

71,7(85,4% )

9,3(23,1% )

12,3(14,6% ) 

30,9(76,9% )

84,0(100% )

40,2(100% )

влияния  — до 75— 76%  ее об н ар у ж ен о  в культуральной  ж и д 
кости.

П ри  зам ен е  д ву зам ещ ен н о го  фосфорнокислого  кал и я  на од- 
н озам ещ енны й вы ход ам и л а зы  в кул ьту р ал ьн у ю  ж идкость 
A sp .  o ry za e  т а к ж е  зн ачительно  увеличивается  (до 6 7 % ) ,  а при 
культиви ровании  на среде с К 2Н Р О 4 а м и л а з а  не вы деляется  
в культу р ал ьн у ю  ж и дк о сть  [34].

В аж н о е  значение д л я  активности о б р азо в ан и я  оп ределен 
ных ам илолитических  ф ерментов  у грибов имею т не только 
условия  культиви рования , но и способ в ы р ащ и в ан и я  культур 
и посевного м атер и ал а ,  а т а к ж е  применение вы сокоактивны х 
ш там м ов-продуцентов .

А ктивны е вар и ан ты  из музейных и производственны х к у л ь 
тур  A sp .  o ry za e  получили Т атар ен ко  и сотрудники [38] путем 
УФ облучения конидий 7— 12-дневных культур , гибридизации 
разн ы х  ш там м ов  при культиви ровании  их на полноценных и 
обедненны х синтетических и природных средах  и другими м е
тодам и. П од  воздействием  УФ облучения активны й с к л а д ч а 
ты й в ар и ан т  д л я  глубинного  культи ви рован и я  был получен 
Д в а д ц ат о в о й  [15] из A sp .  o ry za e  153.

Н аи б о л ее  активны й выход ам и л азы  у селекционированного  
ш та м м а  A sp .  o ry za e  отм ечался  при глубинном к у л ьти ви р о ва 
нии на среде Ч а п е к а  с 10% водного эк с тр а к та  из солодовых 
ростков. П ри  этом о казал о сь ,  что смесь метионина, треонина и 
серина о к а з ы в а л а  аналогичны й стим улирую щ ий э ф ф ек т  [14, 16, 
5 І, 53, 56] (табл . 6 ).

Ш тейнер [82], изучая  влияние микроэлем ен тов  Zn, Fe, Си, 
M n, M g  на рост A sp .  o ry za e  и о б разован и е  амилолитических и 
протеолитических ферментов, установил, что при недостатке  
Си и л и  снижении со дер ж ан и я  в среде Си и Z n  усиливается  
активность о б р азо ван и я  ам и лазы , а д л я  о б р азо в ан и я  протео
литических ф ерментов  необходимо наличие Fe, Zn в кон цен
трации , оптим альной для. роста м ицелия гриба. П овы ш ение 
активности биосинтеза протеаз происходит при недостатке  в
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Т а б л и ц а  6
О бразование ам и лазы  в глубинной культуре A s p .  o r y z a e  3—9— 15, вы
ращ енной на среде Ч апека с нитратом натрия и водным экстрактом  из со
лодовы х растворов

Биомасса
Активность амилазы , ед АС

Номер
опыта

Среда Чапека с нитратом 
натрия

pH
среды

гриба, г  сухого 
мицелия на 100 

м л  среды
на 100 м л  

среды
на 1 г  сухого 

мицелия

1 С водным экстрактом  
из солодовы х рост
ков .............................. 8,8 1,31 360,0 Следы

2 То ж е ............................. 8,7 1,22 360,0 10,0
3 » » ..................... 8,8 1,24 300,0 8,4
4 » » ..................... 8,6 1,39 360,0 6,8
1 без водного эк стр ак 

та из солодовых 
ростков . . . . 7,7 0,81 10,0 44,0

2 То ж е ............................. 7,9 0,81 20,0 40,1
3 » » ..................... 7,9 0,88 10,0 35,0
4 » » ..................... 7,9 1,11 10,0 40,0

среде M g  и Си и избы тке Fe. П ротеоли ти ческая  и амилолити- 
ческая  активность гриба  под влиянием  м икроэлем ен тов  з а в и 
сит от источника углерода . Т ак , в присутствии всех м и к р о эл е 
ментов лучш им  источником углерода  д л я  синтеза  д ек стри н о
генной ам и лазы , по дан ны м  автора , яв л яется  м ал ьто за ,  при 
отсутствии их в среде — декстрины. Н едостаток  меди при всех 
источниках углерода  (кр ах м ал ,  декстрины, м ал ьто за ,  глю коза)  
вы зы вает  повы ш ение биосинтеза  ам илазы . Л учш и м и  источни
кам и азота  д л я  о б р азо в ан и я  декстриногенной а м и л а зы  я в л я 
ются сернокислы й и фосфорнокислы й аммоний.

В яткин [8] отм ечает  влияни е  M g  на ам илолитическую  а к т и в 
ность A sp . niger.

С тим улирую щ ее действие К2НРО4, ЫаЫОз, N a F  на а м и л о 
литическую  активность A sp .  o ry za e  установили М а л к о в  и Де- 
ева  [23— 25]. А вторы не отм ечали  прямой связи  м е ж д у  в л и я 
нием испытанных соединений на рост биом ассы  гриба  и его 
амилолитической  активностью . Н езначительное  торм ож ение  
ды х ан и я  мицелия под влиянием  низких кон центраци й N a N 0 3, 
N aF , по их дан ны м , повы ш ает  активность  а м и л а зы  A sp .  oryzae.

В опы тах Т ом ом ура  и сотр. [84— 86], изучавш и х влияние 
р азн о о б р азн ы х  вещ еств — моно-, ди- и трисахари дов ,  гликози- 
дов, фосфорны х эф иров  с ах ар о в  и отдельны х п оли сахари дов  — 
на о б р азо ван и е  а -а м и л а зы  A sp .  o ry za e  557, биосинтез ф ер м ен 
та  отмы ты ми клеткам и  м ицелия н аб л ю д ал ся  при внесении в 
реакционную  смесь ( !/зо М  ф осф атны й буфер, pH  5,8) в кон
центрации 0,05% и зом альтозы , панозы , ам илозы , колибиозы. 
Глю коза , глю коновая  кислота, глицерин и ри боза  и н ги би рова
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ли  о б р азо в ан и е  а -ам и л азы .  В опы тах  с меченной по углероду  
м альтозой  установлено, что последняя  п р ев р ащ ается  трансглю - 
козидазой  гриба в и зом альтозу .

Т орм ож ени е  биосинтеза  ам и л азы  A sp .  o ry za e  и зучалось  Т и 
хомировой [41].

А ндеркоф лер  и Рой [88] получили из культуральн ой  ж и д 
кости A sp .  o ry za e  при глубинном культиви ровании  гриба на 
м ин еральн ой  среде с к р а х м а л о м  кри сталлические  п реп араты , 
о б л а д а ю щ и е  высокой а л ь ф а -а м и л а зн о й  и д екстри назной  а к 
тивностью.

П утем  м ногократного  о саж д ен и я  из концентрированного  
раств о р а  сульф атом  ам м ония  и адсорбци ей  на  бентоните по 
лучен  в кри сталлическом  виде п реп арат , о б лад аю щ и й  высокой 
(до 1600 е д /м л ) а -ам илолитической  активностью  (рис. 5, а ) .  
П ри о б р аб о тке  концентрированного  раство р а  ф ермен та , п о л у 
ченного после трехкратн ого  вы сал и ван и я  су льф атом  аммония, 
хлористой  ртутью, с целью  и н активаци и  а -а м и л а зы ,  и после
дую щ им  осаж ден и ем  сульф атом  ам м ония, хлористы м  натрием, 
получен в кри сталлическом  виде п реп арат ,  об лад аю щ и й  вы со
кой д екстри назной  активностью , но почти не о б лад аю щ и й  а- 
ам и л азн о й  активностью  (рис. 5, б ) .  А вторы отмечаю т, что осо
бенно на последних этап ах  получения кри сталлических  п р е 
п ар ато в  н аб л ю д ается  зн ач и тельн ая  и н акти вац и я  ферментов.

П ри  кри сталли зац и и , как  у казы ваю т, наприм ер, Ф иш ер и 
М оклю лли н  [67, 68], м о ж ет  происходить зн ач и тельн ая  потеря 
активности , хотя контрольное изучение п р е п ар а т а  и п о к азы вает  
его гомогенность. А вторы предполагаю т, что в этих случаях , 
по-видимому, д ен атури рован н ы й  ф ерм ен т  во врем я очистки о б 
разу ет  осадок , о б л ад аю щ и й  аналогичны м и физико-химическими 
свойствам и с нативным ферментом. И з очищенного ими п р е 
п а р а т а  а -а м и л а зы  A sp .  oryzae  к р и стал л и ч еская  а -а м и л а з а  бы ла  
получена только  при последовательном  ф ракци онированн ом  
о саж д ен и и  раство р ам и  с у л ь ф а т а  ам м ония  предварительн о  н а 
сы щ енны м N aC l. П утем  создан ия  таки м  о бразом  больш ой ион
ной силы р аство р а  ав то р ам  уд ал о сь  при первом осаж дении  
у д ал и ть  больш ую  часть  примеси, значительно  увеличить а к т и в 
ность р аствора , из которого м огла  кри стал л и зо ваться  а -а м и 
л а з а .  (Е ди ниц а  активности равн яется  количеству  ф ермента, 
осво бо ж даю щ его  1 м г  м альтозы  за 3 м и н  при 20° С и pH  5,7. 
Степень чистоты —  отнош ение активности к  азоту  в м г) .  Н и ж е  
(табл . 7) приведены основные стадии очистки а -а м и л а зы  д л я  
последую щ ей кри сталлизац ии .

О садок , полученный в V стадии очистки, цен три ф угировали  
при 40 ООО об!мин,  затем  р астворяли  в м иним альном  количест
ве воды и кон центрировали  на сел'икагеле. Ч ерез  24— 48 час 
на холоде из него в ы п ад ает  до 70— 80% кристаллической  а м и 
л а з ы  (в р аств о р е ) ,  которая  при электроф орети ческом  изуче-
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Т а б л и ц а  7
Перечень процедур при очистке а -ам и л азы  A s p .  o r y z a e

Номер
проце

дур
Наименование процедур

Выход ПО 
отношению 

к  начальному, 
%

Степень очист
ки , A / m sN

Обогащение 
по отношению 
к  неочищен

ному раствору

i
И сходны й раствор . . . . 625
Р аствор  после центриф угиро

вания (3000 о б /м и н ,  0 °С ) . 90 915 1,46
п С ульф ат амм ония 0,8 насы щ е

ния ................................................. 68 1100 1,76
ш Ацетон 40— 5 8 % ....................... 52 1200 1,92
IV N aC l +  сульф ат аммония 

0,54— 0,72 насы щ ения . . 41 1630 2,6
V N aC l +  сульф ат аммония 

0,41—0,71 насы щ ения . . 25 1950 3,1

нии я в л яется  гомогенной. П р е п а р а т  проверен т а к ж е  на  отсут
ствие м ал ьтазы . К ри стал лы  в ы д ер ж и в а л и  в 1% -ном растворе  
м ал ьто зы  на протяж ени и  12 час  при 20° С и pH  4,7. П ри  этом 
продуктов  ее ги дроли за  не обнаруж ено . И з  60 г неочищ енного 
п р е п ар а т а  авто р ам и  было получено около 800 м г  к р и с та л л и 
ческой а -ам и л азы .  Изучены  ее свойства — активность и с т а 
бильность при разн ом  pH , спектр поглощ ения, отнош ение к 
тем п ературе , эн ерги я  и н активаци и  и др.

Т си д ж и сак а ,  Ф укомото, Я м ам ото  [86а] из R h iz o p u s  d e lem u r  
и A sp .  n ig er  получили кри сталлическую  сахароген ную  ам и лазу .

К а к  отм ечает  т а к ж е  р я д  японских авторов, при очистке, 
особенно на этап ах ,  предш ествую щ их к ри сталли зац и и , могут 
и зм ен яться  свойства  ф ерм ен та  вследствие ден ату р ац и и  белка. 
П оэтом у  та к и е  и сследован ия  требую т соблю дения  р я д а  у сл о 
вий: рабо ту  необходимо проводить на  холоду, растворы  соли 
д л я  о саж д ен и я  д о б а в л я ть  осторож но и постепенно [61, 63, 64].

К р и стал ли ческ ая  а м и л а з а  из культуры  A sp .  o ry za e  (при 
культиви ровании  на о т р у б ях ) ,  о б л а д а ю щ а я  активностью  в 
6600 ед  А С /г  сухого п р е п ар а т а  по сравнению  с исходной а к 
тивностью  40— 45 ед А С /г ,  б ы ла  получена Ф ениксовой [53], Мо- 
лодовой  [26]. Автор отмечает, что при очистке п р е п ар а т а  из 
культуры  гриба  на  отрубях  значительны м  препятствием  я в л я 
ются пигменты и другие примеси. П осле  обработки  д иализиро-  
ванного р аств о р а  ф ерм ен та  средним уксуснокислы м свинцом 
раствор  у д ав а л о с ь  значительно осветлить.

М етоды  изоляции ф ерментов, их р азд елен и я ,  очистки и 
кр и стал л и зац и и  находятся  в определенной зависимости  от ус
ловий культи ви рован и я  гриба-продуц ента , ком п лекса  о б р аз у е 
мых им ф ерментов  к а к  при поверхностном, т а к  и при глуби н
ном вы ращ и вании .
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Рис. 5. К ристаллические ферменты (по U n d e rk o fle r) : 
а — амилаза, б — декстриназа (150х).



П р и м ен яя  разли чн ы е  концентраци и  этан о л а ,  О рещ ен ко  [28, 
29] р а зд ел и л а  ком плекс ам илолитических  и протеолитических 
ферментов культуры  A sp .  o ry za e  на пш еничных отрубях. М а к 
си м а л ь н а я  активность  протеазы  (95% ) с незначительной  п ри 
месью ам и л азы  (до 15% ) бы ла  о б н а р у ж е н а  при концентрации 
этан о л а  45— 59°; м а к с и м а л ь н ая  активность  а м и л а зы  (около 
9 0 % )  вы явлен а  при концентрации спирта  70— 77° (рис. 6 ). 
О п ти м альн ое  д ля  ф ракци онного  р азделен и я  ф ерментны х к о м 
плексов pH  5,1; р азд ел ен и е  п р о и з
водилось на холоду  (0° С ) .

Ш у льм ан  [58, 59], изучавш ий 
влияни е  кон центрации различны х 
раствори телей  на полноту  о с а ж 
дения ф ерментов  из водной вы 
т я ж к и  культуры  A sp .  o ry za e  на о т 
р убях , указы вает ,  что полнота о с а 
ж д ен и я  зависи т  от изменения по 
лярности  р аствора , величины д и 
электрической  постоянной. П олное  
осаж д ен и е  ф ерментов  отмечено в 
таки х  концентрациях : эта н о л а  —
70% ; изоп ропанола  — 50% , смеси 
этан о л а  и бута иол а ( 1 : 0 ,8 ) —
59— 6 0 % ; смеси этан о л а  и изоами- 
лового  спирта ( 1 : 0 , 4 ) — 60% , с м е 
си этан о л а  и серного эф и р а  ( 1 :
: 0 ,6 ) — 6 0% ; ацетона  — 62— 60% .
Авторы реком ендую т д ля  улучш ения о саж д ен и я  д о б а в л я ть  в 
раствор  электролиты , в частности хлористы й кальц ий  (0,25— 
0 ,3 % ) .

С тепанищ ев  [36] д л я  увеличения скорости д и а л и за  водных 
в ы т яж е к  из культуры  A sp .  o ry za e  на отрубях , которые со дер 
ж а т  различны е примеси, пр ед л о ж и л  и сп ользовать  э л е к т р о 
диализ .

Применение грибных ам илаз . Грибные ам илазы  широко 
п ри м ен яю тся  в практике. К а к  у ж е  упоминалось, наи более  д а в 
ним я в л яется  использование  ам и л азы  из A sp .  o ry za e  в Японии. 
В этом случае  ф ерменты  гриба, вы ращ ен ного  на зерне или 
чащ е  отрубях, исп ользовали сь  д л я  гидролиза  к р а х м а л а  в р а з 
личных пищ евы х производствах , при приготовлении соусов, 
напитков  и т. п.

Н аи б о л ее  ш ироко и эф ф ективно  а м и л а за  при м ен яется  в 
бродильной промы ш ленности  —  пивоваренной, спиртовой, х л е 
бопекарской  и при получении глю козы  ф ерм ен тативн ы м  гид
ролизом  к р ах м ал а .

В зависимости  от цели исп ользован ия  в производстве  м е н я 
ется состав, степень очистки, способы применения ам илаз .

Рис. 6. Ф ракционированное 
разделение ф ерм ентов Л«- 
perg illu s  o ryza e  из водной 
вы тяж ки культуры  на о т 
рубях (по О рещ енко).
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В бродильной пром ы ш ленности  весьма экономически э ф ф е к 
тивна  за м е н а  зернового  солода  на ам и л азы  грибов — «гриб
ной» солод. А м и л азы  при м ен яю тся  при процессах  б рож ения  
заторов  с целью  гидролиза  к р ах м ал ьн о го  сы рья и создания  
б лагоп ри ятн ы х  условий д л я  роста  и использования  о б р аз у е 
мых с а х а р о в  соответствую щ ими расам и  д р о ж ж ей . Д л я  пи во
в арен и я  имеет значение ком плекс ам и лаз ,  р а з ж и ж а ю щ и х  и 
о сах ар и в аю щ и х  к р ах м ал .  О д н ако  считаю т, что некоторое коли 
чество декстринов, обр азу ю щ и х ся  под действием  а м и л аз ,  несбро- 
ж ен ны х д р о ж ж а м и  и не разруш ен ны х  действием декстриназ , 
яв л яется  ж ел ательн ы м  в пиве. Они п ри даю т пиву своеобразн ы й 
вкус, пенистость. Э ф ф ективн о  т а к ж е  применение ам и л азы  в 
пивоварении при использовании неосолож енного  сы рья, к р а х 
м ал  которого  под воздействием  ф ерм ен та  быстро ги дроли 
зуется.

П о д ан ны м  Т окаревой  [42— 44], ам и л азы  из глубинной к у л ь 
туры  A sp .  o r y z a e , свободные от протеазы , и из A sp .  a w a m o r i i  
(0,02— 0,05% ) при изготовлении р ж ан о го  х л еба  со к р ащ аю т  
врем я  брож ения , усиливаю т р азм н о ж ен и е  д р о ж ж е й ,  г а з о о б р а 
зо ван и е  и подъем ную  силу их, усиливаю т р азм н о ж ен и е  м олоч
нокислых бактерий. В хлебе  при этом о б н ар у ж и в аю тся  п ро
дукты  ф ерм ен тативн ого  гидролиза  —  с а х а р а  (глю коза , кси ло
за ,  а р а б и н о з а ) ,  а т а к ж е  треонин и другие вещ ества.

Д л я  спиртовой пром ы ш ленности  более ж е л а т е л е н  полный 
гидролиз к р а х м а л а  до глю козы , что обеспечивает  лучш ий рост 
д р о ж ж е й  и более  высокую активность  о б р азо ван и я  спирта.

В хлебоп екарской  пром ы ш ленности  в зависимости  от х а 
р а к т е р а  производимого  изделия  и качества  сырья т а к ж е  не
одинаковы  требован и я  к различны м  а м и л азам .  Так , при и зго 
товлении особых сортов сл адко го  за в ар н о го  х л еба  и сп ользую т
ся  ам и л азы  с высокой осах ар и ваю щ ей  и м ал ьтазн о й  ак ти вн о 
стью. Об успешном применении кон центрированны х преп аратов  
из A sp .  o ry za e  (ам и л азы )  и A sp .  a w a m o r i i  (ам и л азы , дек- 
стр и н аза ,  м а л ь та за )  сообщ аю т  Т о к ар ев а  и К ретович  [43]. 
Д о б ав л ен и е  0,002% п р е п ар а т а  (к весу муки) в о п ар у  или
0,007% в з а в а р к у  д ля  ж и р н ы х  д р о ж ж е й ,  а при р ж ан о й  м у к е —-
0,05% значительно  ул у чш ал о  качество  хл еба  — вкус, аром ат, 
объем, пористость, повы ш ало  с о дер ж ан и е  сах ар о в  и аминного 
азота .  С равни тельную  х ар актер и сти ку  м ал ьтазн о й  активности 
очищенных и неочищенных п р еп ар ато в  ам и л азы  разн ы х  видов 
A s p e r g i l lu s  с целью  применения в хлебопечении привели  В е
д ерн икова, Л ю ш и н с к а я  и др. [67] (рис. 7 ) .  П о дан н ы м  авторов, 
при ф ракц и он и рован н ой  очистке отм ечается  потеря м а л ь т а з 
ной активности. Н аи б о л ее  активны м  при испытании неочищ ен
ных преп аратов  о к а за л с я  ш там м  A sp .  n iger  (63,3% гидролиза  
м а л ь то зы ) ,  а очищенных — A sp .  n ig er  (60 ,8% ) и A sp .  a w a m o r i i  
(65 ,2% ).
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В хлебопекарской промышленности имеет также значение 
применение определенной специфической амилазы. Как видно 
из сообщения Локвуда [22], наиболее эффективной является 
декстриногенная термолабильная а-амилаза. Это объясняется 
тем, что в муке имеется только (З-амилаза, поэтому добавление 
декстриногенной амилазы создает весьма благоприятные усло
вия для повышения активности |3-амилазы. Наиболее пригод
на, по мнению автора, для целей хлебопечения термолабиль
ная грибная амилаза (рис. 8), так как ее действие прекращает -

Рис. 7. Сравнительная 
активность мальтазы не

очищенных ферментных 
препаратов из Asper
gillus oryzae (1), ячмен
ного солода (2) и хлебо
пекарских дрожжей (3) 
(по Ведерниковой и др.).

ся при начале выпечки хлеба. Амилаза из зернового солода не 
всегда эффективна вследствие примеси протеазы, большое ко
личество которой отрицательно влияет на качество хлеба. 
Применяемый специально селекционированный штамм Asp. 
oryzae при глубинном методе культивирования отличается не
значительной активностью образования мальтазы, протеазы в 
культуральной жидкости.

Сравнительно новой областью применения амилаз является 
получение путем ферментативного гидролиза крахмала кри
сталлической глюкозы, глюкозной и мальтозной патоки. С этой 
целью применяют глюкоамилазу, образуемую видами Rhizopus 
(Rh. deleniar, Rh. niveus, Rh. tonnensis, Rh. japonicum), а так
же Asp. usamii, Asp.' awamorii, Asp. niger и некоторыми штам
мами других видов. Эффективно совместное применение тер- 
мостабилыюй бактериальной амилазы и глюкоамилазы Rh. de
leniar или другого вида гриба. Первый фермент используется 
при начальных стадиях гидролиза крахмала, а второй — после 
его инактивации нагреванием. В этих случаях достигается гид
ролиз крахмала до глюкозы более чем на 90%. При получении
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Рис. 8. Термическая 
устойчивость амилаз 
различного происхо
ждения (по Локву- 

ДУ) :
а  — грибная; б — зерно
вая; в — бактериальная.



глю козной  или м альтозн ой  патоки  т а к ж е  прим еняю т ам и л азы  
с разли чн ы м и  ам илолитическим и свойствами.

А м и л азы  могут исп ользоваться  т а к ж е  в текстильной п р о 
мы ш ленности  д л я  расш ли хтовки  тканей . Ш ли хтован ие  основы 
прои зводи тся  разли чн ы м и  клеящ и м и  вещ ествам и  д л я  п ри дани я  
прочности, гладкости  и эластичности . В качестве  м а те р и а л а  
д л я  ш лихты  прим еняю тся  клейстеры  из различны х к р ах м ал о в .  
Н о  перед  покраской  и д л я  отбелки  ш ли хта  д о л ж н а  быть у д а 
л ен а  из ткани . Снятие ее ам илолитическим и ф ерментны ми п р е 
п а р а т а м и  происходит полно, относительно быстро и не у х у д 
ш ает  качества  ткани.

А лексан дров  и Я ким ов [1] получили неочищ енный п р еп ар ат  
а м и л а зы  из м ицелия  Pen. c h ry so g e n u m  и р а зр а б о т а л и  способ 
его прим енения д л я  расш ли хтовк и  ткани . Они установили, что 
при поверхностном  вы р ащ и ван и и  в мицелии Pen. c h ry so g e n u m  
со д е р ж а тс я  а- и р -ам илазы , а при глубинном — а -а м и л а за .  К о 
нечными продуктам и  гидролиза  к р а х м а л а  при pH  6,7— 6,8 я в 
л яю тся  м ал ьто за ,  «конечный» декстрин  и следы  глюкозы.

П ри веден н ы е  дан ны е свидетельствую т о том, что и сп ользо
вание различны х ам илолитических  ф ерментов  зависи т  от о б л а 
сти их практического  прим енения в определенны х о тр асл ях  
пищевой промыш ленности. С ледует  отметить, что при переходе 
к применению  очищ енных ин ди видуальн ы х или компонентных 
п р еп ар ато в  ам и л аз  дополнительно  возни кает  необходимость 
вы яснения  р я д а  вопросов, связан н ы х  с их активностью . Эти 
вопросы в н асто ящ ее  врем я усиленно изучаю тся.

А м и лазы  д л я  практического  применения получаю тся  путем 
вы р ащ и в ан и я  грибов-продуцентов поверхностным способом на 
отрубях. Это н аи более  стары й  и относительно примитивный 
способ.

Гриб в ы р ащ и в аю т  на у вл аж н ен н ы х  до 50— 60% отрубях  
(лучш е пшеничных, pH  3,5), расп олож ен н ы х  тонким слоем в 
специ альны х кю ветах. П ри  этом п о д дер ж и в ается  соответствую 
щ а я  т е м п ер ату р а  (30— 32° С) и аэрац и я .  Рост  гриба п р о д о л 
ж а е т с я  1,5— 2 суток, после чего проросш ую  грибом массу  о тру
бей из кю вета  п ер ек лад ы в аю т  в сушилку. Д л я  о сах ар и ван и я  
заторов  прим еняю т 4— 6 % этого м а те р и а л а ;  при активной к у л ь 
туре  процесс о сах ар и ван и я  п р отекает  в течение нескольких 
часов [18, 19, 49, 54, 55, 56].

Н а р я д у  с использованием  культур грибов на отрубях  м ож н о 
п олучать  концентрированны е, неочищ енные ам и л азы  путем их 
эк стракции  водой при соответствую щ их pH  с последую щ им  
осаж ден и ем  ацетоном или этиловы м  спиртом.

В зам ен  грибных культур на отрубях  р а зр а б а т ы в а ю т с я  сп о
собы поверхностного и глубинного вы р ащ и в ан и я  грибов-про
дуцентов д л я  получения концетрированн ы х и очищенных п р е 
п ар ато в  ам и лаз .
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П ри глубинном методе в ы р а щ и в а н и я  селекционированны е 
ш там м ы  грибов-продуцентов ам и л азы  п ервон ачальн о  в ы р а щ и 
ваю т в ж и дк и х  ср едах  в к олб ах  Э р л ен м ей ер а  на круговых 
к а ч а л к а х ,  затем  в м ал ы х  ф ерм ен терах  и, наконец, в п рои звод 
ственных ф ерм ен терах  с полезной емкостью до 20 м г и более. 
Н а  всех этап ах  вы р ащ и в ан и я  культуры  проверяется  стер и л ь 
ность и ам и лоли ти ч еск ая  активность культуральн ой  ж идкости .

Б ольш ей  частью  прим еняю тся  синтетические среды  с р а з 
личны м и ком п онентам и углеродного, витам инного  и азотного 
питания и среды  неопределенного  состава  с учетом их э к о н о 
мической рентабельности  и наличия  отдельны х видов местного 
сырья. В зависи мости  от условий культи ви рован и я  срок ф е р 
ментации различен . П о  окончании процесса  культуральную  
ж идкость , в которой находится  основн ая  м асса  ф ермента, 
отделяю т от м ицелия  гриба  и п одвергаю т д альн ей ш ей  о б р а б о т 
ке с целью получения кон ц ен трата  ф ермен та .

В ряде  описанны х методов к у л ь т у р а л ь н а я  ж и дкость  к о н 
центрируется  уп ари ван и ем  под вакуум ом  и при темп ературе , 
не ин активирую щ ей а м и л а зы  до определенного  объем а, после 
чего ф ермент о с а ж д а е тс я  из кон ц ен трата  путем осторож ного  
п ри бавления  ац етона  на холоду. О сад о к  п р ед ставл яет  кон цен
трированн ы й неочищ енный п р еп ар ат  ам и л азы  и в таком  виде 
м о ж ет  исп ользоваться  в практике. П ри  надобности  м о ж ет  быть 
прои зведена  д ал ь н е й ш ая  его очистка.
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ЦЕЛЛЮЛАЗЫ И ГЕМ МИЦЕЛЛ ЮЛ АЗЫ

Ц е л л ю л а зы  — ферменты , гидролизую щ ие целлю лозу  (к л ет 
ч атк у ) .  Высшие растения на протяж ени и вегетационного п е
риода синтезируют миллионы тонн клетчатки: она составляет
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20— 80%  органического  вещ ества  растений. И з усвоенного зе 
лены ми растениям и углерода  атмосф еры  до половины исп оль
зуется на синтез целлю лозы .

Ц е л л ю л о за  п ред ставляет  собой наи более  распространенное  
в природе органическое соединение. О на явл яется  главной со
ставной частью  оболочек клеток высших растений, т р а в я н и 
стых и древесных. В больш ом количестве целлю лоза  соби рается  
с у р о ж аем  различны х растений в виде хлопка, льна , конопли 
и других п рядильны х культур, соломы, оболочек семян, плодов 
и т. д. З н ач и т е л ь н а я  часть синтезированной растен иям и  ц е л л ю 
лозы  п оп адает  с растительны ми остатк ам и  в почву, водоемы, 
навоз  и т. д.

В то врем я как  синтез клетчатки  осущ ествляется  почти 
исклю чительно зелеными растениям и, ее р асп ад  в процессе  
круговорота  вещ еств в природе соверш ается  в основном р а з 
личными м и кроорган изм ам и . К а к  теперь известно, д а ж е  ж в а ч 
ные животны е, употребляю щ и е  значительное  количество ц ел л ю 
ло зо со д ер ж ащ и х  кормов, не синтезирую т ф ерм ен та  ц еллю лазы , 
и р азл о ж ен и е  клетчатки  в рубце происходит под воздействием 
различны х обитаю щ их в нем микроорганизм ов.

Изучение ф ерм ен тативн ы х комплексов и путей р а зл о ж е н и я  
целлю лозы  имеет важ н о е  как  теоретическое, т а к  и прак ти ческое  
значение. В ы яснение хи м и зм а ф ерментативного  гидролиза , 
вы деление и изучение свойств очищенных ц ел л ю л аз  позволит 
и сп ользовать  их д ля  практических целей р азл о ж ен и я  р а зл и ч 
ных ц ел л ю л о зо со д ер ж ащ и х  субстратов  и обогащ ения  последних 
белком  и усвояемы м и углеводам и. И зучение м икроорганизм ов, 
о б лад аю щ и х  активны ми целлю лозолитическими свойствами,, 
имеет значение д ля  мероприятий по предохранению  ц ел л ю л о 
зо со д ер ж ащ и х  м атер и ало в  и сооруж ений от разруш ен ия . З н а 
чение этого природного полим ера  исклю чительно велико т а к ж е  
в связи  с тем, что различны е производны е клетчатки  в н а с т о я 
щ ее врем я использую тся в промы ш ленной синтетической химии 
при производстве  искусственных тканей  и других в аж н ы х  в 
технике и быту веществ.

Ц е л л ю л о за  яв л яется  полисахаридом , поли м ерн ая  цепь к о 
торого состоит из глю козных единиц, связан н ы х  р-глюкозид- 
ными св я зя м и  (пиранозны е кольц а  глюкозы  связан ы  друг  с 
другом  через С 4) (рис. 9 ) .  Ч исло  глю козны х остатков  в цепи 
(степень полим еризации) колеблется  в значительны х п ред е
лах  — от 15 до 7000— 10 000 в молекуле  [29, 30].

М олекулы  целлю лозы , имею щ ие нитевидную ф орму, соеди
нены в пучок (м ицеллы ) при помощ и водородны х связей. Т акое  
строение объясн яет  хар ак тер н ы е  механические свойства ц ел 
лю лозы  и определяет  ее техническое значение.

Строение мицелл неодинаково  у целлю лоз различны х р а с те 
ний. Н а р я д у  с «кристаллическим и»  имеются «ам орф н ы е»  у ч аст 
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ки, которые, по-видимому, более  чувствительны к воздействию 
цел л ю л аз .  Степень «кристалличности», полим ери зации  и з а м е 
щения, степень ориентации имеют значение при ф ер м ен тати в 
ном гидролизе  целлю лозы . Т олько  у отдельны х видов растений 
ц ел л ю л о за  п р ед ставл яет  собой почти чистый полимер (хлопок),  
у больш ин ства  ж е  она с в я за н а  с полисахаридами* имею щими 
более короткие цепочки в полимерной цепи (ксилан, целлю-

Рис. 9. Строение целлю лозы : ф рагм ент цепи 
молекулы (по К очеткову и д р .).

л о за н ы ) ,  пектином, лигнином. Генезис целлю лозы  высших р а 
стений во многом не ясен. П редп о л агаю т, что она образуется  
путем полим ери зации  соединений с более короткими поли м ер
ными цепями [6]. О стаю тся  т а к ж е  невы ясненны ми и многие 
вопросы гидролиза  целлю лозы . У становлено, например, что как  
при кислотном, т а к  и при ф ерментативном  гидролизе  ц ел л ю 
лозы  часть ее не подвергается  разлож ени ю . П редвар и тел ьн о  
не изм ененная  кислотны м гидролизом  ц ел л ю л о за  почти не 
гидролизуется  ц ел л ю л азо й  определенных видов бактерий и 
грибов, в то время к а к  ги дроли зован н ая  в значительной  сте 
пени п р ев р ащ ается  в глю козу  (до 9 5 % ) .  Среди продуктов ф е р 
ментативного  расщ еп лен ия  ц еллю лозы  устан овлен а  глю коза , а 
в ряде  случаев  ее появлению  предш ествует  д и сах ар и д  целло- 
биоза  и ц еллоолигосахариды . Р а зл о ж е н и е  ц еллю лозы  п р о и з
водится комплексом целлю лозолитических ф ерментов, осущ е
ствляю щ и х определенны е этапы  гидролиза  молекулы  ц ел л ю 
лозы. Этот комплекс составляю т:

Ц е л л ю л а з  ы, гидролизую щ ие нерастворим ы е ц е л л ю л о з
ные субстраты  с неупорядоченны м р азры вом  |3-1,4-глюкозидных 
связей  в молекуле  целлю лозы .

Ц е л л ю л а з  ы, осущ ествляю щ ие гидролиз растворимы х 
целлю лозн ы х субстратов  с р азры вом  |3-1,4-глюкозидных связей 
в лю бом месте полимерной цепи (неупорядоченный или эн до 
гидролиз) или только  с нередуцированного  конца ее (экзо- 
гидролиз) .

р-Г л ю к о з и д  а з ы, гидролизую щ ие целлоби озу  или неко
торые другие (3-глюкозиды, иногда о б л ад аю щ и е  (3-глюкозил- 
тран сф еразн ой  активностью.

(3-Г л ю к о з и л т р а н с ф е р а з ы ,  о бразую щ и е |3-связанные 
олигосахариды  из целлобиозы , лам и н ари би озы , метил-(3-глю- 
козида и салицина.
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У к азан н ы е  комплексы  ф ерментов  более подробно изучены у 
A sp . n iger, M y ro th e c iu m  verrucaria , T r ichoderm a  viride, Tr. ko- 
ning ii ,  S ta c h y b o tr y s  a tra  [49, '50— 53, 62— 67, 69, 71, 75, 79—83. 
87, 97— 105, 107, 123— 129, 137— 141 и др.].

В зависи м ости  от х а р а к т е р а  действия  на различны е с у б с т р а 
ты определяю т наличие определенны х ц еллю лаз. Г оллиуэлл  [53] 
считает, что истинные ц ел л ю л азы  оп ределяю т по степени д е 
градац и и  нативной ц еллю лозы  под их воздействием, в ы р а ж а е 
мой потерей веса ее; кар б о ксй м ети л ц ел л ю лазы  определяю тся  
по разл о ж ен и ю  к ар б окси м ети лц еллю лозы  (по потере вязкости 
и обр азо ван и ю  редуц ирую щ и хся  вещ еств) .

У ай тэкер  [141] т а к ж е  п ри держ и вается  мнения, что целлю ло- 
золитические ферменты , вы зы ваю щ и е р азл о ж ен и е  природных 
ц ел л ю л о зо со д ер ж ащ и х  субстратов  (волокон, хлопчатника , н а 
бухш ей целлю лозы , ц е л л о ф а н а ) ,  оп ределяю тся  по потере их 
веса и о б р азо в ан и ю  редуцирую щ их веществ. П ри  установлении 
наличия ферментов, р а зр у ш аю щ и х  коллои дальн ую  или мягко  
д еград и рован н ую  целлю лозу , их действие оп ределяется  п ерво
начальн о  по о б р азо ван и ю  зоны просветления субстрата ,  а з а 
тем — по о б разован и ю  редуцирую щ их веществ. Н али чи е  и а к 
тивность целлю лозолитически х  ф ерментов, р а зл а гаю щ и х  р а с 
творим ы е производные ц еллю лозы  (к арб окси м ети лц еллю лозу  
и д р .) ,  определяю т п ервон ачальн о  по изменению  вязкости  их р а 
створов и затем  по о б разован и ю  редуцирую щ их сахаров .  Н а к о 
нец, при изучении ферментов, р а зл а гаю щ и х  раствори м ы е р- 1,4- 
олигосахариды , их наличие и активность оп ределяю т по о б р а з о 
ванию  сахаров ,  составляю щ и х  концевые группы их молекулы.

Считаю т, что гидролизу  ц еллю лозы  предш ествую т о п р ед е
ленны е  изменения состояния ее молекулы , вы р а ж а ю щ и е с я  в 
«набухании»  волокон (ф и б р и л л ) ,  р азр ы ве  водородных связей, 
изменении цепи молекулы  и т. п. [108, 109].

Хотя по химическому строению ц еллю лоза  явл яется  б л и з 
кой к другом у  весьм а  р аспространенном у  по л и сах ар и д у  — 
к р ах м ал у ,  ее м олекула  значительно  более устойчива к м и к роб
ному гидролизу.

М икроби ологи я  целлю лозы  в отнош ении бактери й  в отече
ственной л и тературе  обстоятельно  п р ед ставл ен а  и ссл едо ван и я 
ми А. А. И м ш ен ецкого  и его сотрудников и обобщ ена  в 
монограф ии  «М икробиология целлю лозы » [6]. Н ел ь зя  не с о гл а 
ситься с автором, что изучение грибов, разр у ш аю щ и х  клетчатку , 
м ож ет  стать  предметом специального  р а зд ел а  микробиологии 
ц еллю лозы  — «микологии целлю лозы », который в последнее 
врем я начинает  успешно разви ваться .

В ли тер ату р е  имею тся многочисленные у к азан и я  о наличии 
видов грибов, в том числе и микроскопических, на различны х 
ц ел л ю л о зо со д ер ж ащ и х  су бстр атах  как  в природе, т а к  и при их 
п ром ы ш ленном  использовании.
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М ногие виды, особенно почвенных микроскопических гр и 
бов, о б н аруж ен ы  при изучении процессов р а зл о ж е н и я  р а с ти 
тельны х остатков  и о б р азо в ан и я  почвенного гумуса.

В первы е ц ел л ю л о зо р азр у ш аю щ и е  свойства грибов устан о
вил де Б ари . Это был эк стр ак т  мицелия B o try t is  sp., р а з р у ш а ю 
щий клеточные оболочки растений, он ж е  д а л  н азван и е  цитазы  
ферменту, п р о и зводящ ем у  этот процесс.

З а те м  было устан овлен о  цитолитическое действие д р е в о р а з 
р уш аю щ его  гриба  M erulius lacrym ans.  Конинги считал, что гри 
бы имею т больш ее значение, чем бактерии, в разл о ж ен и и  р а 
стительных остатков  и о б разован и и  гумуса. В частности, он 
отметил р я д  видов почвенных ц ел л ю л о зо о б р азу ю щ и х  грибов 
и в их числе T richoderm a  sp., которая ,  по мнению автора, при
ни м ает  участие в р азл о ж ен и и  расти тельн ы х остатков  и гум и
ф икац ии  на всех их стадиях . В д альн ей ш ем  многими авторам и  
бы ло отмечено зн ачительное  число видов микроскопических 
грибов, разны х систематических групп, п о р а ж аю щ и х  целлолозо- 
со д е р ж а щ и е  субстраты . К ним относятся: M ucor  sp., B o try t is  
sp., Sclero tin ia  sc ierotiorum , Trichothecium roseum, C ladospo-  
rium herbarum, A lte rn a r ia  sp., Fusarium  sp., A sp erg i l lu s  sp., 
P enicill ium  sp., Chaethom ium  sp., S ta c h y b o try s  atra, M yrothe-  
cium verrucaria, Trichoderm a koningii, A g ro s ta la g m u s  cinri- 
abarinus  и некоторые другие. П ри  этом м ож н о отметить, что 
таки е  виды, к ак  Cladosporium  herbarum, A lternaria  sp., C haet
hom ium  sp., Fusarium  sp., Trichoderma  sp., отмечены в 
больш инстве случаев  к а к  почвенные ц ел л ю л о зо р азр у ш аю щ и е  
грибы.

Р асп ростран ен и е  целлю лозолитических  грибов в разны х т и 
пах почв изучалось  рядом  авторов  в С С С Р  и за  рубеж ом  [1, 5. 
7— 11, 24, 37, 46, 74, 88, 130, 131 и др.].

К  видам  м икроскопических грибов, преимущ ественно отм е
ченных на ц ел л ю л о зо со д ер ж ащ и х  сырье и изделиях, могут быть 
отнесены: S ta c h y b o try s  a lternans, M onilia  s itophila , A sp erg i l lu s  
sp. [10, 25, 47, 68 , 72, 73, 75 и др.].

В енкате  [133, 134] на основании изучения цел л ю л о зо л и ти 
ческих свойств 23 видов ф узари ев  при культивировании на 
ф ильтровальн ой  бум аге  и бактери альн ой  целлю лозе  из A c e to -  

bacter  xy linum  отметил, что ц еллю лозолитическая  активность 
ф и льтратов  с в я за н а  со степенью роста на ф ильтровальн ой  бу 
маге, которая  б ы ла  разл и ч н а  д л я  отдельны х видов. П ри  этом 
б ак т ер и а л ь н а я  ц ел л ю л о за  о к а з а л а с ь  более пригодной д л я  б о ль 
ш инства изучавш ихся  культур, чем ф и л ь тр о в ал ь н ая  бумага. 
Н аи более  активное разруш ен и е  ф ильтровальн ой  бумаги  н а б л ю 
д алось  у Fusarium  sporotrichiella .  Ц ел лю лозоли ти ч еск ая  а кти в 
ность в зависимости  от условий культиви рования  (содерж ан и я  
и форм источников азота ,  углеводов, м ин еральн ы х элементов) 
изучена автором  у Fusarium  culmorum.  Н али чи е  сахарозы  или
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глю козы  в среде в концентрации 4 г[л  способствовало  р а з р у 
шению бак тери альн ой  целлю лозы , но не ф ильтровальн ой  бу 
маги; высокие концентрации углеводов (20 г /л ) п одавляли  
целлю лозолитическую  активность гриба. Отмечены оп ти м ал ь
ные д л я  целлю лозолитической  активности гриба концентрации 
ф осф ора , кал и я ,  магния, цинка, бора.

Б ы ло  устан овлен о  [120], что ц еллю лозолитическая  активность 
V ertic i l l ium  a lbo -a trum  по отнош ению к метилцеллю лозе , ц ел 
л о ф а н у  сн и ж ается  при культиви ровании  гриба  на средах  с 
целлю лозой  и у глеводам и  — глюкозой, сахарозой , к р ах м ал о м , 
лактозой , а целлю лозоли ти ч еская  активность видов C haetho-  
m iu m ,  обильно о б разую щ и х  перитеции (Ch. ind icum , Ch. g lo 
b o s u m ) ,  более вы сокая , чем видов, слабо  образую щ и х  перите
ции [20]. Отмечено, что добавлен и е  в среду  пептона и д р о ж ж е 
вого эк с тр а к та  торм озит  о б р азо ван и е  перитециев и угнетает 
целлю лозолитическую  активность.

Б а с у  и Гхоз [19] при исследовании целлю лозолитических 
свойств 124 культур разны х видов грибов, культивированны х 
на различны х ц ел л ю л о зо со д ер ж ащ и х  субстратах  (дж ут , о б р а 
ботанны й щелочью , гем и ц еллю лоза  из д ж у т а  и ф и л ьтр о в ал ьн ая  
б у м а г а ) ,  у 15 из них вы явили о б р азо ван и е  ф ерм ен та  на всех 
су бстр атах ,  у 48 — на ф ильтровальн ой  бумаге , у б ольш ин ства  — 
на см еш ан ны х ц ел л ю л о зо со д ер ж ащ и х  субстратах . П о данны м  
авторов, активн ы ми продуцентам и ц ел л ю л аз  были Р еп іс іШ щ п  
variab ile  и A s p e r g i l lu s  terreus,  которые значительно  ш ире р а с 
пространены  в природе, чем M yro thec iu tn  verrucaria ,  и могут 
иметь значение в процессах  р азл о ж ен и я  целлю лозны х с у б с т р а 
тов в природе.

С целью п одбора  активны х ш там м ов  Веселов, С ал м ан о в а ,  
Б у к а н о в а  и Н у ж д и н а  [2] изучали  цитолитические свойства  19 
культур разн ы х  видов грибов. П ри  вы ращ и ван и и  их на среде 
из древесн ы х опилок с д р о ж ж е в ы м  авто ли зато м  и солодовы ми 
росткам и  (или пивной дробиной) в течение семи дней наиболее  
целлю лозолитически  активны ми ш там м ам и  были следую щие: 
A sp e rg i l lu s  a m s te lo d a n y ,  A sp .  oryzae , Tr icho thec ium  roseum ,  
C ep h a lospor ium  sp. Н еактивн ы  в этих условиях  ш там м ы  A lter -  
naria  sp., C h a e th o m iu m  g lo b o su m , Coniophora  cerebella, Peni-  
c il l ium  b rev ico m p a c tu m , Peti, cyc lop ium , S ta c h y b o tr y s  atra.

Изучение целлю лозолитически х  свойств грибов и их ф е р 
ментов в нап равлен и и  сравнительной  характери сти ки  ц ел л ю л о 
золитических свойств разли чн ы х  систематических групп я в л я е т 
ся весьм а  необходимым. С другой  стороны, особенно в аж н о  
выяснение условий биосинтеза  ц еллю лаз ,  их вы деления, очист
ки, изучения свойств. Это последнее н ап р авл ен и е  имеет не 
только  теоретическое, но и больш ое практическое значение, 
явл яя сь  основой д л я  использования  ц ел л ю л азы  при гидролизе 
многих природных ц ел л ю л о зо со д ер ж ащ и х  субстратов.
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Н аи б о л ее  изученными м икроскопическими грибам и в этой 
серии являю тся : M y ro th e c iu m  verrucaria, S ia c h y b o tr y s  atra, 
T richoderm a viride, A s p e r g i l lu s  niger.

С оундерс, Сиу, Д ж е н е с т  [107] получили целлю лозолитиче- 
ски активны й ф и л ьтр ат  М. verrucaria  при культивировании на 
м ин еральн ой  среде с м и к роэлем ен там и  и ф ильтровальн ой  б у м а 
гой, как  единственным источником у глерода  (3%  по весу).

З а р а ж а л и  среду  взвесью  (10 м л /л  среды) конидий гриба 
из трехнедельной культуры  на ф ильтровальн ой  бумаге  (сжоло 
80 000 конидий в 1 мл ) .  Гриб в ы р ащ и вали  10 дней при 30° С 
и перем еш ивании (500 м л  воздуха  в минуту; к а ч а л к а  — 
150 об! м и н ) .  О тф и ль тр о в ан н ая  от м ицелия ку л ьту р ал ьн ая  
ж и дк о сть  о б л а д а л а  целлю лозолитически ми свойствам и при х р а 
нении при — 5° С в течение нескольких месяцев.

Активность ц ел л ю л азы  в опы тах  авторов оп р ед ел ял ась  че
рез четыре дня при 30° С по о б разован и ю  редуцирую щ их с а 
х ар о в  в реакционной смеси, состоящ ей из 5 м л  ди али зи рован -  
ной культуральной  ж и дкости  гриба  + 5  м л  0,05 М фосфатного  
б уф ера  (pH  5,0) + 1 0 0  м г  обезж иренной, разм ельченн ой  ц ел 
лю лозы . О п р е д е л ял а с ь  т а к ж е  степень р азр у ш ен и я  по потере 
веса таки х  субстратов , к а к  ц еллоф ан , разм ельченн ы й порош ок 
ф ильтровальн ой  бумаги , хлопок.

П родуктом  ферментного  гидролиза  клетчатки  является  
глю коза . Ф ермент ц е л л ю л а за  терм олаб и лен  (и н ак тивация  40— 
50° С ) ,  оптимум pH  5— 6 ; активен pH  5— 9.

В опы тах Рии са , Сиу и Л ай вен со н а  [97], изучавш их способ
ность р я д а  м и кроорган изм ов  усваи вать  различны е производны е 
нативной целлю лозы  в связи  с м еханизм ом  ф ерментного  ее ги
д р о ли за ,  при испытании 30 культур грибов и бактерий наиболее 
активны ми о казали сь :  A s p e r g i l lu s  f lavus ,  A sp .  n iger, A sp .  sy-  
dovii ,  A sp .  f u m ig a tu s , A sp .  luchnensis ,  а т а к ж е  M y rro th e c iu m  
verrucaria.

Грибы культиви ровали сь  на м инеральной среде с 0,01% 
д р о ж ж е в о го  э к стр ак та ,  pH  6,3, с 0,5— 1% различны х п рои звод 
ных целлю лозы , х ар актер и зу ю щ и х ся  разной  степенью з а м е щ е 
ния (число зам ещ ен н ы х  групп в ангидроглю козной  единице) и 
полим еризации (число ангидроглю козны х единиц в м о л е к у л е ) . 
Н а р я д у  с нативной ц еллю лозой  (грубое и отбеленное хл о п к о 
вое полотно) авторы  изучали  р азл о ж ен и е  грибам и карбокси- 
м ети лцеллю лозы , ее натриевой соли, гидроксим етилцеллю лозы , 
м ети лцеллю лозы  и др.

Грибы культиви ровали сь  на ж и дких  средах  при 30° С (A sp .  
fu m ig a tu s  — при 40° С) в течение 7— 10 дней; затем  ф и льтрат  
отделяли  от мицелия и сохраняли  в холоди льнике  д л я  после
дую щ его  изучения. П ри  вы ращ и ван и и  на плотных средах  отм е
ч ал ась  визуальн о  интенсивность р азл о ж ен и я  субстрата  по 
о б разован и ю  зон просветления.
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А ктивность целлю лозолитически х  ф ерментов  оп р ед ел ял ась  
по количеству о б разуем ы х  редуцирую щ их веществ.

Р е а к ц и о н н а я  смесь: 100 м л  1%-ной карбокси м етилц еллю ло- 
зы +  20 м л  М /2 натрий щ елочно-лимоннокислого  буфера, 
pH  5,0 +  60 м л  воды. Берется  9 м л  с м е с и + 1  м л  культуральной  
ж и дкости  гриба, инкубируется  при 50° С д в а  часа. С а х а р а  
оп ределяли  до н а ч а л а  инкубации и через р азн ы е  п ром еж утки  
времени в течение срока  инкубации.

П роведен ны е опыты п о казали ,  что рост больш инства  испы 
тан н ы х  м и кроорган изм ов  с быстрым растворением  субстрата  
был хорош ий на к ар б о к си м ети лц еллю лозе  с низкими степенями 
зам ещ ен и я .  В средах  с производны ми целлю лозы  с высокой 
степенью зам ещ ен и я  не отм ечалось  просветления среды  до 30 
дней роста. М ети л ц ел л ю л о за  в опы тах  авторов  б ы ла  более 
устойчивой к микробном у р азлож ен и ю , чем карбокси м етилц ел-  
лю лоза ,  гидром ети лц еллю лоза . И зм енение вязкости раствора , 
по мнению авторов, яв л яется  первичным п о казател ем  и зм ен е
ния степени полим ери зации  при гидролизе  целлю лозы , а 
раствори м ость  су бстр ата  — изменением степени зам ещ ен ия. 
С огласн о  дан н ы м  авторов  [97], биологическое разруш ен и е  ц ел 
лю лозы  м ож ет  происходить в двух  нап равлени ях :

1. П р е в р а щ е н и я  нативной молекулы  целлю лозы  в л и н ей 
ные ангидро-глю козны е цепочки (С і );

2. Г идролиз р-1,4-глюкозидных связей и о б р азо в ан и е  р а с т 
воримы х сах ар о в  (С *-ф ерм ен ты ).

П ри  д альн ей ш ем  изучении целлю лозолитических свойств 
M y ro th e c iu m  verrucaria  Риис и его сотрудники приш ли к 
выводу, что целлю лозолитический  ком п лекс  этого гриба  имеет 
поликомпонентную  структуру  [27, 98— 100].

К  несколько иным вы водам  о структуре ц ел л ю л азы  этого 
гриба  приш ел Уайтейкер [137, 140]. С ледует, однако, отметить, 
что условия культиви рования  гриба  в опы тах  автора  были 
отличные от примененных други м и  и сследователям и , а это, 
по-видимому, в ли яло  на  результаты .

Гриб в ы р ащ и в али  на к а ч а л к е  с 113 об!мин.  З а р а ж е н и е  
производили инокулю мом из конидий пятидневного  возраста  
на ц еллю лозн ом  а га р е  при 30° С (взвесь конидий с одного а г а 
рового косяка  на 300 м л  среды ) .

Специфическим субстратом  служ и ли  предварительн о  о б р а 
ботанны е бензолом  и этанолом  волокна  хлопчатн ика  в коли че
стве 30 г /л .  П р о д олж и тель н ость  к у л ь т и в и р о в а н и я — 12 дней при 
сильной аэрац и и  и перемеш ивании.

Ф и льтрат , о х лаж д ен н ы й  до 5° С, о с а ж д а ю т  на суперцен
триф уге; сохраняю т при — 1° С .

Определение целлю лазной активности. С убстрат  — набухшие 
волокна целлю лозы  хлопка  и « о саж д ен н ая »  ц еллю лоза .  А кти в
ность оп ределяли  по о б разован и ю  редуцирую щ их веществ.
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Реакционная смесь: 10 мл ацетатного буфера, pH 6,6, аитисеп- 
тик + 300 мг бычьего альбумина + 200 мг субстрата, раствор 
фермента и дистиллированная вода до конечного объема 20 мл. 
Инкубация при перемешивании 17 час, 35° С. Смесь центрифу
гировали при 2000 об/мин. Концентрация нативного фильтрата 
(около 30 л) производилась упариванием под вакуумом и вы
мораживанием при — 12° С до 1/10 объема.

При первом осаждении целлюлазы из концентрированного 
раствора сульфатом аммония фермент при центрифугировании

Рис. 10. Электрофоретические компоненты неочищенных экстрактов и 
очищенных препаратов целлюлазы Myrothecium verrucaria (по 
W hitaker):

I. Исходный, неочищенный экстракт фермента. Слева — восходящая граница, 
справа — нисходящая граница. Передвижение к аноду. Концентрация белка 
0,61%, фосфатный буфер pH 6,8 (25° С ), ионная сила 0,2, 0,020 амп., t 0,1° С.
II . Очищенные препараты: А, Б. В — электрофоретически разделенные компоненты 
(0,020 амп., t 0,Г  С, ионная сила 0,2, pH измерялось при Г С ) .  А — восходящая 
граница; время 221 мин- фосфатный буфер. Б — нисходящая граница; время 
187 мин-, ацетатный буфер. В — нисходящая граница; время 225 мин; ацетатный 
буфер.

(10 000 об/мин) образовывал один пик; при электрофорезе 
выявилось несколько компонентов — слабо подвижный при 
pH 6,8, средне подвижный и сильно подвижный. Наибольший 
выход фермента и содержание белка наблюдались во втором 
компоненте (рис. 10).

Исходя из данных электрофоретического изучения исход
ного препарата, автор провел дальнейшее фракционированное 
осаждение сульфатом аммония, этанолом (табл. 8), полиме- 
тапикриновой кислотой. Осадок белка при 50%-ном насыще
нии сульфатом аммония содержал компоненты первый и тре
тий, а при 100%-ном насыщении — второй, обладающий цел- 
люлозолитической активностью в отношении набухших волокон, 
осажденной целлюлозы и целлобиозы. При осаждении 10— 
25%-ным спиртом преобладал третий компонент на электро
форезе при pH 6,8.

Изучению целлюлозолитических свойств Myrothecium ver
rucaria посвящен ряд работ Голлиуэлла [50—52].

В опытах автора гриб выращивался на минеральной среде 
с целлюлозным порошком или обезжиренными волокнами хлоп
ка при 28° С при слабом встряхивании в течение 1— 3 недель. 
Фильтраты после отделения мицелия и остатков целлюлозы 
очищались ультрацентрифугированием (20 000— 54 000 об/мин)

41



Т а б л и ц а  8
Ф ракционирование этанолом  исходного экстр акта  целлю лозы M y r o th e c iu tn  
• v e r r u c a r ia  (при pH  5,0 и ионной силе 0,02)

Ф ракции

Концентра
ция спирта 
для осажде

ния. %
т°с Белок,

мг
Активность 

цсллк.) ла
зы, ед

Отношение 
целлю лазы 

к белку

И сходны й концентрат
(90 м л ) .................................... __ — 2920 2920 1,00

Ф ракция 1 ............................... 5 — 1 235 142 0,61
» 2 ................................ 10 — 7 75 51 0,68
» 3 ....................... 15 —7 1715 2020 1,18
* 4 ................................ 25 — 12 509 613 1,21

К онечная надосадочная
ж и д к о с т ь ............................... 253

И т о г о ..................................... 2790 2830

на п ротяж ени и  30 м и н  при 1° С и проп ускались  через б ак т е 
риологический фильтр.

Е диница  целлю лозолитической  активности опр ед ел ял ась  
количеством  ф ермен та , вы зы ваю щ им  70% гидролиза  ц е л л ю 
лозы . Р а з л о ж е н и е  последней оп ределялось  по образован и ю  
редуц ирую щ и х веществ и уменьш ению  веса клетчатки .

В качестве  специфических субстратов  были т а к ж е  исполь
зованы  к ар б о кси м ети л ц ел л ю ло за ,  нерастворим ы й ц е л л ю л о з
ный порошок, н аб у х ш ая  целлю лоза , нативные и ги д р о л и зо ван 
ные хлопковы е волокна.

Ц елл ю л о зо л и ти ч еск ая  активность ф ильтратов  M yro thec iu tn  
verrucaria  в опытах автора  р азл и ч н а  в зависимости  от типа 
ц еллю лозн ого  субстрата  (табл. 9).

Т а б л и ц а  9

Ц еллю лозолитическая активность M y r o th e c iu tn  v e r r u c a r ia

Степень растворения, в %
Тип целлю лозы к исходному весу

через 1 нас через 22 час

Ц еллю лозны й порош ок . . . 3
О безж иренное волокно хлопка — 4
Н абухш ий целлю лозны й поро

ш ок ................................................. 11 56
Н абухш ее целлю лозное волок

но ................................................... 8 45
К арбоксим етилцеллю лоза 0,4 —
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Как видно из табл. 9, наибольшей целлюлозолитической 
активностью фильтраты Myrothecium verrucaria обладали в 
отношении набухшего целлюлозного порошка, в то время как 
гриб способен активно гидролизовать нативную целлюлозу 
(рис. 11). Оптимум pH целлюлазной активности фильтратов 
гриба при гидролизе набухшего порошка целлюлозы около 5,0. 
Очищенные препараты «целлюлазы» из Myrothecium verrucaria 
проявляли максимальную целлюлазную и карбоксиметилцел- 
люлазную активность при 50° С, 
pH 5—7 и не инактивировались 
пепсином и трипсином.

В опытах автора показано, что 
целлюлазная и карбоксиметилцел- 
люлазная активность культураль
ной жидкости проявляется при раз
ных условиях. Так, при повышении 
pH до 5,5 и температуре от 24 до 
54° С целлюлазная активность 
фильтрата уменьшается значитель
но больше, чем карбоксиметилцел- 
люлазная.

Установлено также, что цитоли- 
тический фермент из фильтратов 
Myrothecium verrucaria обладает 
способностью в значительной сте
пени адсорбироваться на нераство
римых целлюлазных субстратах.

Кооиман и сотр. [71] установи
ли термолабильную фракцию цел
люлазы Myrothecium verrucaria.

В их опытах гриб в течение 
трех недель выращивался на ка
чалке при 30° С на среде с нативной целлюлозой. Препарат 
концентрирован осаждением сульфатом аммония (45 г/100 мл). 
При кипячении в течение 3 мин и кратковременном выдержи
вании до 110— 120° С сохранялась активность по отношению к 
нативной целлюлозе, целлодекстринам и олигосахаридам до 
целлотриозы. Продуктами гидролиза были глюкоза и целлобио- 
за. Содержащиеся в исходном препарате целлобиаза, транс- 
глюкозидаза термолабильны, инактивируются при кипячении.

Целлюлозолитическую активность различных фракций филь
трата Myrothecium verrucaria в отношении растворимой Na- 
сульфатцеллюлозы и нативной целлюлозы из пшеничных отру
бей изучали Граймс, Данкен, Гопперт [49].

Гриб культивировался погруженным методом; заражение 
среды производилось взвесью конидий из двухнедельной куль
туры на плотной минеральной синтетической среде с фильтро-

Рис. 11. Влияние условий 
культивирования на цел
люлозолитическую актив
ность Myrothecium verruca
ria (по Holliwell).

Нативный порошок целлюлозы: 
/ — погруженная культура; 2 — 
стационарная культура. Обез
жиренные волокна хлопка: 3 — 
стационарная культура; 4 — по
груженная культура.
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вальной бумагой  (2— 14 биллионов) .  П осле  двух-, тр ех н едел ь 
ного роста  активность ф и льтратов  бы ла от 7,3 до 21,8 е д /м л г  
исходных концентратов  после о саж ден и я  — от 47 до 123 ед 1мл, 
с со держ ан и ем  белка  от 0,083 до 0,2 м г /м л  и специфической 
активностью  от 453 до 647 ед /м г  а зота  белка.

Авторы у казы ваю т, что к а к  при осаж дении  ацетоном, так  
и при осаж дении  сульф атом  ам м ония  отмечаю тся зн ач и тел ь 
ные потери целлю лазн ой  активности, со дер ж ан и я  азота  белка 
и специфической активности (ед /м г  а зота  белка)  в ко н ц ен тр а 
тах  по сравнению  с исходным.

П ри  изучении концентрированны х ф ильтратов  методом 
конвекционного эл ек тр о ф о р еза  устан овлен о  шесть белковы х 
ф р акц и й  с разной  степенью подвиж ности , из которых одна 
о б л а д а л а  наи больш ей  активностью. А ктивные компоненты п р о 
я в л я л и  различны й уровень активности в отнош ении р аств о р и 
мой и нативной целлю лозы . П ри этом три из этих шести э л е к 
трофоретических  компонентов были активны в отнош ении двух  
субстратов .

А вторы  т а к ж е  считают, что м ногокомпонентная ц е л л ю л аза ,  
разли чн о  акти вн ая  по отнош ению к нативной ц еллю лозе  и ее 
производным, по-видимому, ш ироко распростран ен а  среди гр и 
бов, а соотношение отдельны х компонентов зави си т  от усло 
вий культивирования .

В опы тах  К р у к а  и С тона [3], изучавш и х продукты гидролиза  
р-глюкозидов у A s p e r g i l lu s  n iger,  и сп ользовался  частично очи
щ енный, целлю лозо- и ц еллоби озоактивн ы й ф ермент гриба. П ри 
действии его на раствор  целлобиозы  (7 ,5% ) в продуктах  ги дро
л и за  в первы е пять  часов хром атограф ически  обн ар у ж ен ы  о л и 
госахариды . О б р азо в ан и е  последних при гидролизе  целлобиозы  
бы ло т а к ж е  отмечено при действии ф ильтратов  M y ro th e c iu m  
verrucaria ,  эк страк тов  культуры  гриба  A sp .  aureus  на отрубях.

М арти  и Стон [86] изучили и описали свойства ф ракци й  
р-глю козидаз A sp . n iger,  полученных при адсорбции на каль- 
цийф осф атном  геле и последую щ ем  разделен ии  на ионообм ен
ных смолах.

Д ж е р м и н  [62— 67] в серии работ , посвящ енны х изучению 
ц е л л ю л а з  и |3-глюкозидаз у A sp .  o ry za e  и особенно S ta c h y b o 
try s  atra, установил н а р я д у  с ц ел л ю л азо й  наличие ком п лекса  
(3-глюкозидаз, о б разуем ы х  при культиви ровании  на средах , не 
с о д е р ж а щ и х  ц еллю лозы  и более или менее специфических к 
определенны м субстратам . П ри  в ы ращ и ван и и  в погруж енной 
культуре  на средах , не со д е р ж а щ и х  ц еллю лозн ы х субстратов , 
в культуральн ой  ж и дкости  о бразую тся  [3-глюкозидазы.

Н аи б о л ее  пригодным источником углерода  д л я  S t .  a tra  при 
погруж енном  культивировании был к р а х м а л  ( 1 % ) .  Н а  к р а х 
м а л с о д е р ж а щ е й  среде отмечено наличие  в культуральн ой  ж и д 
кости и мицелии S t .  a tra  целлоби азы , инвертазы , 2-нафтил-(3-
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гал ак то зи д азы ,  фенил-р-глю козидазы , р-нитрофенил-р-глюкози- 
д а з ы  и незначительного  количества  ф ермента, гидролизую щ его 
салицин. И з  культуральн ой  ж и дк ости  концентрированны е п р е 
п ар аты  ф ерментов  р -глю козидазы  получены путем о саж ден и я  
д вум я  об ъ ем ам и  этанола , затем, после д и а л и з а ,— повторным 
переосаж дением  1-н. раствором  уксуснокислого  свинца. Р а з д е 
ление  неочищенного п р еп ар ата  производилось  ф р а к ц и о н и р о в ан 
ной элю цией с колонки (углекислы й магний +  цел л ю л о за)  су л ь 
ф атом  аммония. Н а и б о л ь ш а я  элю ция р-глю козидаз с колонок 
н а б л ю д а л а с ь  при использовании 4%  су л ь ф ата  аммония.

П о дан ны м  автора, неочищ енные п реп араты  р-глю козидазы  
A sp .  o ry za e  состоят не менее чем из восьми компонентов, 
Stach . a tra  — из четырех компонентов, способных к гидролизу 
р-глкж озидных связей  разны х субстратов  и вы зы ваю щ их  д е 
полим ери зацию  М а-карбоксим етилцеллю лозы . Среди компонен
т о в  A sp .  o ry za e  отмечены активны е по гидролизу  р-глюкозидных 
связей  р-нитрофенил-р-глю козида. И з неочищ енных преп аратов  
р-глю козидаз S t.  a tra  не менее четырех компонентов оказал и сь  
активн ы ми в отнош ении гидролиза  р-глюкозидов (но не целло- 
б и о зы ) ,  н аб ухан и я  и потери вязкости  растворов  растворим ы х 
производны х ц еллю лозы  и некоторых нативных целлю лозны х 
субстратов . Изучены  условия биосинтеза  р-глю козидаз и цел- 
л ю л а з  и их свойства  при росте гриба на среде с N a -кэрбокси- 
метилцеллю лозой.

Д а н н ы е  Д ж е р м и н а ,  к а к  и других авторов, показы ваю т, что 
ком плекс ф ерментов, на разны х стади ях  гидролизую щ их р а з 
л и ч н ы е  целлю лозн ы е субстраты , их свойства, меняю тся от 
условий культиви рования  и биологических свойств разны х ви 
дов целлю лозолитических грибов.

р-Глю козидазы , вы деленны е из п р о д аж н ы х  п р еп ар ато в  цел- 
л ю л а зы  A sp .  n iger,  который используется  в С Ш А  д л я  получения 
этого ф ермен та , изучались  Кингом и сотрудни кам и  [69, 75]. 
Р а зд ел ен и е  водного раство р а  неочищенного ф ерм ен та  из ку л ь 
туры  A sp .  n ig er  произведено на колонках  С еф ад ек са  g  25. У ста 
новлено наличие пяти пигментных ф ракц и й  (двух ш ироких 
подвиж ны х  серо-коричневых точек, расп олож ен н ы х  рядом, 
ж елтой , янтарного  цвета ф р ак ц и и ) ,  из которых только  одна 
(серо-коричневая) о б л а д а л а  ферментной активностью. П ри 
д альн ей ш ем  ф р акци онировани и  этого компонента получено в о 
семь вы сокоактивны х преп аратов  р-глю козидаз и изучены их 
ф ерментативные, химические и иммунологические свойства. 
О тдельны е компоненты разл и ч али сь  м еж д у  собой не менее чем 
по двум из 14 таких  свойств, как  спектр в УФ свете, pH  д ей 
ствия, субстр атн ая  специфичность, термостабильность , кинетика 
гидролиза  субстрата ,  константы  М и х аэ ли са— М ентена, ад со р б 
ция на целлю лозе , д екстран ны х  гелях и др. А вторы не считают, 
что наличие  отдельных, четко отличимых по свойствам  ф р а к 
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ций яв л яется  п о казател ем  процесса частичной ден атурац и и  
ф ермента. По-видимому, [З-глюкозидаза A sp . n ig er  представляет  
ком плекс ф ерментов. С другой стороны, отмечена определен 
ная  св я зь  м еж д у  ними и трудность  получения чистых ком п о
нентов, что, по мнению авторов, м о ж ет  быть основанием  д ля  
предп олож ен и я  об однокомпонентной природе |3-глюкозидаз 
A sp .  niger.

О бстоятельн ое  изучение целлю лозолитических свойств и 
ф ерментов  проведено Т о ям а  у грибов Trichodermci kon ing ii ,  
Tr. viride.  И сследован о  влияни е  культиви рования  гриба  на 
средах  с различны м и источниками углерода  и других соеди
нений, а т а к ж е  на природны х су бстр атах  на рост и целлю лозо- 
литическую  активность. Д л я  получения ф ерм ен та  гриб в ы р а 
щ и вал и  на у вл аж н ен н ы х  и подкисленны х пшеничных отрубях 
или их смеси с о п и лкам и  (2 : 1) в течение трех-четырех дней 
при 25— 30° С. Водный эк стр ак т  гриба  о б л а д а л  высокой ами- 
л азн о й  и ц ел лю лазн ой  активностью  в отношении целлю лозы , 
карбокси м ети лц еллю лозы , целлобиозы . Очищенный п р еп ар ат  
п олучался  путем ф ракционного  о саж д ен и я  ацетоном и затем  — 
су льф атом  ам м ония, риванолом , этанолом , ацетоном. Э кстр акт  
культуры  на опи лках  и отрубях  о са х а р и в а л  различны е ц ел л ю 
л о зо со д ер ж ащ и е  субстраты  — рисовую солому, б ата т  в течение 
24— 96 час с образован и ем  5— 8 % редуцирую щ их сахаров . А в 
тором получен ф ермент в кристаллическом  виде и изучен р яд  
его свойств [121 — 129].

А ктивность о б р азо ван и я  ц ел л ю л аз  у T richoderm a  v ir ide  
и други х  видов микром ицетов  в зависимости от источников 
углерода  в среде и сследовалась  М ан д ел ьс  и Риисом [79, 80, 
82]. П ри  испытании 62 источников у глерода  отмечено о б р а з о 
вани е  ц ел л ю л азы  Trichoderm a  v ir ide  по у бы ваю щ ей  активности 
на средах  с целлю лозой , лактозой , глюкозой и целлобиозой. 
Д р у ги е  моно- и ди сахари ды , вполне пригодные д л я  роста  и зу 
чаем ы х грибов, не вы зы вали  о б р азо в ан и я  ц еллю лазы . Н ек о то 
рые виды испытанных грибов о б р азо в ы вал и  ц ел л ю л азу  при 
росте на среде с лактозой  или целлоби озооктаац етатом .

Отмечено, что ц е л л ю л а за  Trichoderm a  v ir ide  п о является  п ер 
воначально  в культуральной  ж идкости , затем  аккум улируется  
в клетках  м ицелия гриба. Н али чи е  в среде Со, Са и ряда  
других микроэлем ен тов  стим улирует  биосинтез ц еллю лазы . 
Изучено влияни е  р я д а  других ф акторов . В опытах с растущ им  
мицелием и отмытыми клеткам и , суспендированны м и в буфере 
с солям и  и различны м и источниками углерода , наи бо л ьш ая  
активность о б р азо в ан и я  ц ел л ю л азы  о б н а р у ж е н а  при и сп ользо
вании в качестве  индукторов ц ел л ю л азы  ее производных, цел- 
лоби о зо о ктаац етата ,  лактозы , целлобиозы , салицина.

Ц еллю лозолитическую  активность P en ic i l l iu m  oxa i icu m  и 
H e lm in th o sp o r iu m  cyc lop ium  изучали  T axa ,  Э лдан  и др. [117—
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119] при росте грибов в течение 10 дней на среде Ч а п е к а —• 
Д о к с а  с ф ильтровальн ой  бумагой . Ц елл ю л о зо л и ти ч еск ая  а к т и в 
ность о п р ед ел ял ась  в э к стр ак тах  из мицелия и культуральной  
ж и дкости  по потере вязкости  1,5% раствора  карбоксим етил- 
целлю лозы  и гидролизу  1 % раство р а  целлобиозы . Установлено 
различие  в составе  ко м п лекса  целлю лозолитически х  ферментов 
в мицелии и к у л ьтуральн ой  ж и дкости  и зучаем ы х видов грибов. 
К у л ь ту р ал ь н ая  ж и дко сть  о б л а д а л а  высокой ц еллю лазн ой  и 
низкой ц еллоби азной  активностью , мицелий, н аоборот,— более 
высокой ц еллоби азной  и низкой целлю лазн ой  активностью .

А налогичны е дан н ы е  получены авто р ам и  при изучении 
активности осаж ден н ы х  из м ицелия и культуральн ой  ж идкости 
п реп аратов  ф ерментов. Н а и б о л ь ш а я  ц ел л ю л о зн ая  активность 
культуральной  ж и дкости  в 7— 10-дневном возрасте  п ад ает  к 
концу второй недели. Д л я  культуральной  ж и дк ости  из И. cyclo- 
p iu m  оптим альны е pH  5,0 и t 40° С, из P. o xa l icu m  — pH  4,0 
и t 40° С.

А вторам и  получены ц ел л ю л азы  и установлены  условия их 
действия  на ц еллю лозн ы е субстраты .

Н а р я д у  с изучением целлю лозолитически х  ферментов от
дельны х видов микроскопических грибов с целью  определения 
их свойств и м еханизм а  ги дроли за  ц еллю лозы  нам етилось  д р у 
гое нап равлен и е  — вы яснение роли этих ф ерментов  в п атоге
незе некоторых ш ироко распространенны х заб о леван и й  сел ь 
скохозяйственны х растений.

Это н ап равлен и е  п редставлено  рядом  работ  по изучению 
целлю лозолитических  свойств отдельны х форм F u sa r iu m  оху-  
sporum ,  вы зы ваю щ их  увядан и е  том атов , льна, б ан анов  и д р у 
гих растений; C la d o sp o r iu m  cucum er ium , P y th iu m  a p h an ider-  
m a tu m ,  п о р а ж аю щ и х  плоды огурцов; R h izo c to n ia  so lan i  — во з 
будителя  ризоктониоза  к ар то ф еля  и др.

Кольмейер  [70] определял  целлю лозолитическую  активность 
разн ы х  видов ф итопатогенны х грибов по активности роста и 
разр у ш ен и я  ц ел л о ф ан а .  Грибы сеяли на взвеш енны е стери ль
ные пленки ц ел л о ф ан а  в растворе  Кнопа. Спустя две  недели 
определяли  рост мицелия и степень р азр у ш ен и я  целлоф ан а ,  
которая  д л я  разны х видов к о л еб алась  от 0,9 до 40% . F u sa r iu m  
sp., G leosporium  n e rv iseg iu m ,  G. clasticae, P e s ta l lo zz ia  cinerea, 
A lte rn a r ia  ten iu s  вы зы вали  поверхностную коррозию  ц ел л о 
ф а н а  и р азр у ш ал и  его; B o try t is  cinerea  вы зы вал  только  поверх
ностную коррозию, a R h izo c to n ia  so lan i  рос на поверхности 
пленки. П ри добавлении  в среду  углеводов р азл о ж ен и е  ц ел л ю 
лозы  подавлялось .

Автор не отмечает  связи  м еж д у  патогенностью грибов и 
целлю лозолитической  активностью.

Хусейн и Д а й м о н  [57— 59] изучили целлю лозолитические 
свойства F u sa r iu m  o x y sp o ru m  f. lycopersic i  — возбудителя  у в я 
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д ан и я  том атов . Авторы п редполагаю т, что в патогенезе  з а б о 
л ев ан и я  роль ц ел л ю л азы  гриба  зак л ю чается  в подготовке б л а 
гоприятны х д л я  роста гриба  источников питания из клеточных 
о болочек  р астен ия-хозяина  и непосредственном токсическом 
действии на растение.

Д л я  получения ц ел л ю л азы  сильно патогенный ш там м  гри
ба  Fus. o xysporu m  f. lycopersic i  в ы р а щ и в а л и  на среде Р и ч а р д с а  
с 0,01% Д рож ж евого  экстракта .  В качестве  су бстр ата  были 
испытаны  ф и л ьтр о в ал ьн ая  б у м ага ,  д ревесн ая  ц еллю лоза ,  в о 
л о кн а  хлопка, кар б о кси м ети лц еллю лоза ,  солома, в л а ж н ы е  стеб 
ли то м ата .  К ультивировани е  производилось  в ко л б ах  на к а ч а л 
ке в течение четы рех— шести дней; затем  культуральную  
ж и дк ость  ц ен три ф угировали  и исп ользовали  д л я  изучения 
целлю лозолитической  активности. П о сл едн яя  оп р ед ел ял ась  сте
пенью потери вязкости  карбокси м ети лц еллю лозы  и о б р а з о в а 
нием  с ах ар о в  при гидролизе  целлю лозы . Н а и б о л ь ш а я  а к т и в 
ность ц ел л ю л азы  б ы ла  при вы ращ и вании  Fus. oxysporum  f. 
ly co p ers ic i  на среде со стеблям и  том атов , затем  на карбокси- 
м ети лц еллю лозе ,  древесной целлю лозе  (табл . 10).

Т а б л и ц а  10
Влияние источников углерода  на образование 
целлю лазы  F tis a r lu tn  o x y s p o r u m  
f. l y c o p e r s ic i

Источник углерода
Относительная
активность
фермента*

Г л ю к о з а ........................................... 7
Х лопковые волокна . . . . 15
Ф ильтровальная бум ага  . . 140
Д ревесн ая  целлю лоза . . . 1110
Стебли т о м а т о в ......................... 2500
К арбоксим етилцеллю лоза 1425

* Активность вы раж алась как эквивалент времени 
(иш«Х ЮОО) к  50 % потере в вязкости  субстрата.

К онцентрированны й фермент ц ел л ю л азы  из культуральной  
ж и дкости  F. oxysporum  f. lycopersic i  получен по схеме:

1. И сх о дн ая  ку л ь ту р ал ь н ая  ж и дкость  (5 л)  концентрирует
ся до 500 мл  при 30° С и пониж енном давлении.

2. Д о б а в л я е т с я  225 мл  кон центрированного  раство р а  с у л ь 
ф а т а  а м м о н и я +  25 мл  1 М  ф осф атного  б уф ера  и о ставляется  
на ночь.

3. Ц ентриф угирую т. О садо к  уд аляю т, ж и дк о сть  стоит че
ты ре  дня  при 5° С с насы щ енны м  сульф атом  ам м ония.

4. Ц ентриф угирую т. О садо к  раство р яю т  в 100 мл  воды и 
п р и бавл яю т  четыре об ъ ем а  насы щ енного  с у л ь ф а т а  аммония.
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5. Ц ентриф угирую т. О сад о к  снова раство р яю т  в 100 мл  во 
ды; на п ротяж ени и  48 час  д и ал и зи р у ю т  против д и сти л ли р о ван 
ной воды. Р аств о р  ф ерм ен та  со х р ан яется  при 5° С без зн а ч и 
тельной потери активности в течение нескольких месяцев.

П олученны й ав то р ам и  очищенный п р е п ар а т  ц ел л ю л азы  о б 
л а д а л  высокой степенью активности и при испытании его д е й 
ствия на сеянцы том атов  
вы зы вал  потерю ту ргора  
(через 16 час)  и полное, 
почти необрати м ое  их у в я 
д ан и е  (через 20 час).

Ц е л л ю л а з а  гриба Fusa- 
rium oxysporum  f. lycoper-  
sic i  п роявляет  активность 
при pH  2— 9 (рис. 12) с оп
тим ум ом  6 ,0 ; ион ртути 
угнетал  в концентрации 
10~3 М, но ди ти о к ар б о м ат  
цинка и 8 -хинолинол су л ь 
ф ат  не угнетали,

Д иис  и Ш тэ к м ан  [35] и з 
учили активность о б р азо в ан и я  целлю лозолитических ферментов 
Fusarium  oxysporum  f. cubense  на т к а н я х  устойчивых и чувст
вительных сортов растения. Гриб, адап ти рован н ы й  п р е д в а р и 
тельно к среде с глюкозой и пектином, на т к а н я х  чувствитель
ного сорта  бан ан ов  о б р аз о в ал  ц ел л ю л азы  в 3— 13 р аз  больше, 
чем на т к а н я х  устойчивого сорта  (табл . 11).

К а к  видно из приведенных в табл . 11 данны х, активность 
о б р аз о в ан и я  ц ел л ю л азы  зависи т  т а к ж е  от со става  среды.

А вторы считают, что в результате  первон ачального  р а з р у 
ш ения сосудистой системы растения  другими, в частности пек- 
толитическими, ф ерм ен там и  гриба  освобож даю тся  м и к роф и б 
риллы целлю лозы  сосудов растения  и п одвергаю тся  действию 
грибной ц еллю лазы . В результате  ее действия м ож ет  р а з р у 
ш аться  лигнино-целлю лозны й комплекс с освобож дением  в ы 
соком олекулярн ы х  соединений, блокирую щ их сосудистую си
стему. Это один из м еханизм ов  у вядан и я  растения. В общем 
аспекте, по-видимому, авторы  правы , считая, что чувствитель
ность растений с в я за н а  с активностью гидролитических проц ес
сов, способствую щ их обильном у росту возбуди теля , а устой
чивость — с пониж ением  или подавлением  гидролитической 
активности  возбуди теля , ограничением  его роста.

У айнстид  и К а м б з  [144] о б н ар у ж и л и  незначительную  целлю- 
л азн у ю  активность гриба  P yth iu m  aphan iderm atum ,  п о р а ж а ю 
щего плоды огурцов, особенно во в л аж н у ю  погоду. Активность 
ц ел л ю л азы  в опы тах авторов оп р ед ел ял ась  по потере вязкости  
1,2% раствора  карбокси м ети лц еллю лозы  (pH  5,3, 3 ') ,  а т а к ж е

Рис. 12. В лияние pH  на активность 
целлю лазы  F usarium  o xysp o ru m  f. ly- 
copersici (no H u sa in ).
* В рем я, необходимое д л я  потери 50% 
вязкости  раствора.
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Т а б л и ц а  11
А ктивность образования  целлю лазы  F u s a r iu m  o x y s p o -  
r u m  f. c u b e n s e ,  вы ращ енного на лож ностеблевой ткани 
устойчивого и чувствительного сортов растения
(при 28° С, в течение семи дней)

Чувствительность сорта 
растения

Карбоксиметилцеллюлазная 
активность* гриба, пред

варительно выращенного на 
среде Чапека с

глюкозой пектином 
и глюкозой

Чувствительны й к  ф узариозно-
му увяданию  ............................. 12,3 15,6

Устойчивый к нему . . . . 4, 8 1,3
» » » . . . . 8, 2 4, 9
» » » . . . . 2,2 1.1

* Активность целлю лазы определялась по образованию редуци-
рующих сахаров при действии фильтратов гриба на карбоксиметил- 
целлюлозу.

Реакционная смесь: 1 мл 0,5 М цитратного буфера pH 5,0 -J- фильт
рат или экстракт гриба +  3 мл 1 %-ного раствора карбоксиметилцел- 
люлозы, при 37°С.

о бразован ием  редуцирую щ их сахаров . Н аиболее  активными 
были ф ильтраты  на среде с глюкозой и экстракты  из огурцов, 
з а р а ж е н н ы х  грибом. Гриб не использует целлю лозу  ка к  источ
ник углерода , не гидролизует карбоксим етилцеллю лозу  до ц е л 
лобиозы, а на среде с целлобиозой последняя гидроли зовалась  
до глюкозы.

В то ж е  врем я у C ladospor ium  c u ca m er in u m  Ш трайдер  и 
У айнстид [116] отметили значительную  целлю лазную  акти в 
ность ка к  при росте гриба на средах  с целлю лозосодерж ащ и м и  
субстратам и , т а к  и в соке больных растений, п ораж ен ны х этим 
видом гриба.

Авторы сообщ ают, что без добавлен ия  0,1% д р о ж ж ево го  
эк стр ак та  был плохой рост гриба на среде с ф ильтровальной 
бумагой, карбоксим етилцеллю лозой .

К ар р ет  [24] установил целлю лозолитическую  активность ф и
топатогенного гриба Rhizoctoriia  solani, который хорош о растет 
и р азр у ш ает  целлю лозу  и целлю лозосодерж ащ и е  субстраты 
при культивировании в почве.

П риведенны е данны е об изучении целлю лозолитических 
свойств некоторых фитопатогенных грибов представляю т инте
рес и могут иметь значение в нескольких направлениях . Они 
пополняю т наш и сведения о грибах  — активных продуцентах  
целлю лозолитических ферментов; откры ваю т возм ож н ое  з н а 
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чение их в патогенезе  отдельны х грибных заб о леван и й  растений.
В ы ш еприведенны е дан н ы е  по изучению целлю лозолитиче- 

ских свойств грибов я в л яю тся  зн ачительны м  в клад ом  в п о зн а 
ние путей ф ерм ен тативн ого  р а зл о ж е н и я  целлю лозы , тем более 
значительны м , что многие исследован ия  были связан ы  с дости
ж ен и ям и  по изучению химии целлю лозы  и ее ф изико-хим иче
ских свойств. Выяснены некоторые особенности структуры  м и
целл  целлю лозы , которы е о казы ваю т  влияни е  на ее расщ епление 
грибными ф ермен там и. П р едп о л агаю т , что наиболее  чувстви
тельн а  д л я  ф ерментного  гидролиза  целлю лозы  « а м о р ф н ая»  
часть  волокна, а т а к ж е  в значительной степени д ен а ту р и р о в а н 
ная  и у в л а ж н е н н а я  ц ел л ю л о за  [30, 109]. С достоверностью  п о
казан о , что в то врем я  к а к  целлю лозолитически е  организмы , 
главны м  о б разом  грибы, способны р а з л а г а т ь  нативную  и не
измененную  целлю лозу , ферменты , вы деленны е из них, р а з л а 
гаю т предпочтительно дегр ад и р о ван н у ю  целлю лозу . П олучен ы  
в очищенном виде п р еп ар аты  ц е л л ю л а з  из отдельны х ви дов  
микроскопических грибов, в больш инстве  случаев  п о к а за н а  их 
м ногокомпонентная  структура , изучены их свойства  и некото
рые стороны м ех ан и зм а  действия  на субстрат  [53, 56, 141].

Д ости гн уты е успехи, несомненно, созд аю т  б лаго п р и ятн ы е  
предпосы лки д ля  дал ьн ей ш его  изучения этих ф ерментов  у м и 
кроскопических грибов и их применения.

Гемицеллю лазы  гидролизуют гемицеллюлозы, вы сокомоле
кулярны е полисахариды , раствори м ы е в щ елочны х растворах.. 
Гем иц еллю лозы  н а р я д у  с клетчаткой  со д е р ж а тс я  в соломе, 
оболочках  сем ян  и плодов, древесине, кукурузны х початк ах  и 
других одревесневш их расти тельн ы х субстратах . П ри  гидролизе  
о б р азу ю т  м аннозу  (м а н н а и ы ),  г а л ак т о зу  ( г а л а к т а н ы ) ,  араби - 
нозу, ксилозу  (пентозаны , ар абан ,  ксилан) или смесь неко
торы х из этих сахаров . В таки х  соединениях содерж и тся  м ен ь
ше остатков  соответствую щ их сахаров ,  чем глю козы  или 
целлобиозы  в м олекуле  клетчатки . Считаю т, наприм ер, что в 
молекуле  м ан н ан а  имеется от 200 до 400 остатков  маннозы, в 
м олекуле  г а л а к т а н а  — около 120 остатков  гал ак то зы . Р а з л и ч 
ные расти тельн ы е отходы явл яю тся  весьм а  пригодны м м а т е р и а 
лом д л я  получения пентозанов  или других сах ар о в  при их ки с
лотном  или ф ерм ен тативн ом  гидролизе.

Изучению  этих ф ерментов  у грибов посвящ ены  отдельные 
работы.

П е н т о з а н а з ы .  У словия культиви рования  р я д а  м и к р о 
скопических грибов (A sp e rg i l lu s  n iger, Tr ichoderm a  v ir ide  и др.) 
д ля  о б р азо в ан и я  пен тозан азы  изучал  С аймпсон [110].

Грибы в ы р ащ и в али  на м инерально-углеводной среде, где 
в качестве  источников угл ер о да  исп ользовали сь  пектин, ксилан , 
гемицеллю лозы , солома, отруби, водорастворим ы е пентозаны 
пшеницы, овса, свекловичная  патока, сульфитны е щ елоки. К у л ь 
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тивирован ие  проводилось в ко л б ах  на круговой кач а л к е  
(200 о б /м ин )  при 30° С, в течение 60— 72 час.

Активность п ен тозан азы  оп ред ел ял ась  по потере вязкости 
растворов .

Р еакц и о н н ая  смесь: 4 м л  1,125% р аство р а  пен тозан а  +  0,3 м л  
0,75 М  ацетатн ого  буф ера  (pH  5 ,0 ) + 0 ,2  м л  разведен ного  ф е р 
м ента  (ф и л ь тр ата  гр и б а ) ;  ин кубация  при 30° С на п ротяж ени и  
30 мин.

У словн ая  единица активности — потеря 50%  вязкости  р а 
створа  при 30° С на 3 мин.

Биосинтез пен тозан азы  у изученных ш там м о в  д вух  видов 
грибов происходил на различны х средах  (табл. 12).

Т а б л и ц а  12
Влияние различных углеводов на образование пентозаназы  

A s p e r  , i l l u s  n ig e r ,  T r ic h o d e r m a  v i r id e

Пентозаназа, ед/мл

Источник углерода в среде
A sp . niger Tr. viride

Б ез углевода ............................... 0 0
А рабиноза ....................................... 227 1000
К силоза ............................................ 1490 6
П ектат  н а т р и я ............................. 14 70
П ентозаны  м у к и ....................... 2860 570
К силан ............................................... 839 2
П ш еничная солома . . . . 693 147
Г ем ицеллю лоза йз пшепицы . 2780 2770
С олом енная с е ч к а ....................... 2000 570
О всяная ш е л у х а ....................... 254 69
С векловичная патока . . . 68 1
Ж и дкие сульфитны е отходы  . 620 360

Среда: 2 % углевода; 0,4 % (NH4)2 Н Р 0 4; 0,05 % аммония молочно
кислого; 0,1 % КС1; 0,5 % С аС 03; 0,103 % солевой смеси.

Н а и б о л ь ш а я  активность о б р азо в ан и я  п еи тозан аз  A sp .  n iger  
н а б л ю д а л а с ь  на  среде с пен тозам и  муки, гем ицеллю лозой , с о 
лом енной сечкой, а т а к ж е  на среде с ксилозой; у Tr. v iride  
н аи бо л ьш ая  п ен то зан азн ая  активность бы ла  на среде с гем и
целлю лозой  и на среде с L -арабинозой , а на среде с ксилозой 
фермент почти не о б р азо в ы вал ся .  С ти м ули ровалось  о б р а з о в а 
ние п ен то зан аз  у  A sp .  n iger, Tr. v ir ide  добавлением  к основной 
среде эк с тр а к та  д р о ж ж ей ,  кукурузного  эк стракта ,  солода  и др. 
П о в ы ш ал ась  активность о б р азо в ан и я  пен тозан аз  у Tr. viride  
т а к ж е  на среде с глю там иновой кислотой.

А втором р еком ендована  среда  д ля  производственного  п о л у 
чения ф ермен та , со стоящ ая  из 3%  отрубей, 3%  н ей тр ал и зо в ан 
ного аммонием  кукурузного  эк стр ак та ,  1% углекислого  каль-

52



ция. Н а  этой среде м аксим ум  о б р азо в ан и я  п ен тозан азы  у Asp.  
n ig er  отмечен через 60 час  ф ерм ен тац ии  при pH  среды 5,0 
(рис. 13).

Ф ермент, осаж ден н ы й  из культуральной  ж идкости  76% -ны м  
этанолом , стаби лен  при 30° С в течение 30 м и н  в раство р ах  с 
pH  4,0— 5,8. В виде порош ка при хранении на холоду  (2° С) 
сохр ан ял ся  без значительной  потери активности до двух  лет.

П ри  изучении грибов, о б лад аю щ и х  пен тозан азной  а кти в 
ностью, следует  обрати ть  вним ание  на их видовой состав, о б н а 
ру ж и ваем ы й  на соответству
ющих природных су б с т р а т ах — 
соломе, кукурузной  к о ч е р ы ж 
ке и др. [11]. И зучение спец и 
фических видов грибов на 
этих субстратах  позволит в ы 
явить более активны х п р о д у 
центов пентозаназ .

К с и л а н а з ы ги д р о л и 
зую т ксиланы , являю щ и еся  
Р-1,4- и р-1 ,3-ксилопиранозид- 
ными п ол и сах ар и д ам и  с одной 
или д вум я  боковыми цепоч
ками, св язан н ы м и  м еж д у  Сі 
и С 2. С тр у кту р а  их изучена наи более  подробно у ксилана, в ы 
деленного  из морской т р а в ы  и водорослей. О б н ар у ж ен ы  кси- 
л а н а зы  у бактери й и некоторых видов м икроскопических гри
бов. Фукуйи, С узуки  с сотрудни кам и  считаю т, что есть два  
ф ерм ен та  — |3-1,4-ксиланаза, р а з р у ш а ю щ а я  [3-1,4 связи  кси лан а , 
и р -1 ,3-ксиланаза,  р а з р у ш а ю щ а я  р-1,3 связи  кси лан а  [43— 44].

И зучены условия о б р азо в ан и я  и получены в кристаллическом  
и очищенном виде эти д в а  ф ермента  из видов A sp e rg i l lu s  и 
C h a e thom ium .

|3-1,3-ксиланазная активность и зуч алась  у ш там м ов  A sp . b a 
latae, A sp .  oryzae, Ch. g lo b o su m  и других видов.

Грибы в ы р а щ и в а л и  на отрубях  и синтетической среде с л е 
дую щ его  состава :  г л ю к о з ы — 10 г, полипептона — 2 г, M g S 0 4X 
Х 7 Н 20  —  2 г, С а С О з — 1 г, М /15 ф осф атны й буфер, pH  5,5, 
воды до 1 л.

К ультивировани е  производилось  на к а ч а л к е  при 30° С в т е 
чение 3— 7 дней; з а р а ж а л и  инокулюмом 24-часовой культуры. 
И з (3-1,3-ксилана получены олигосахариды  при слабом  ки слот
ном гидролизе (2% H 2S 0 4) в кипящ ей водяной  бане на п р о тя 
ж ении 15 мин,  последую щ ей адсорбцией на угольно-целитной 
колонке ( 1 : 1) и ф ракци онированн ой  элю ции дисти лли рованной  
водой и этанолом  (табл. 13).

С у б стр ат  д ля  определения кси лан азной  активности п р ед 
с тав л ял  ж елеподобн ы й раствор  р-1,3-ксилана, полученный при

Рис. 13. В лияние аэрации на вы 
ход пентозаназы  A sp erg illu s  n ig er  
(по S im p so n ):
/  — образован ие п еи тазан азы ; 2 — pH  
среды.
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Т а б л и ц а  13

Разделение различных g- 1,3-ксилоолигосахаридов 
колоночной хроматографией

Фракции Растворитель для элюции
Главный компонент 
в каждом элюате

0 Дистиллированная вода Ксилоза, глюкоза

і 5%-ный этанол Ксилобиоза
2 15%-ный » Ксилотриоза

3 25%-ный » Ксилотетраоза

4 35%-ный » Ксилопентаоза
5 45%-ный » Ксилогектаоза

подогревании 5% его раствора в 0,25 М  N aO H  до 45° С и по
следующем разведении дистиллированной водой до 0 ,6% -ной 

концентрации (pH  3,5).
Активность {3-1,3-ксиланазы определялась по потере вязкости 

раствора, образованию сахаров  в процессе гидролиза.
Реакционная смесь: 1 мл 0 ,5% -ного (3-1,3 раствора ксила- 

на + 0,4 мл 1 М  фосфатно-солянокислого буфера, pH 3,5, раствор 
фермента до 2 мл конечного объема; инкубация при 45° С, 

30 мин.
Из испытанных авторами около 100 культур микроскопи

ческих грибов незначительной |3-1,3-ксиланазной активностью 
обладали фильтраты штаммов Asp. oryzae, Asp. batatae и 
только фильтраты штамма Ch. globosum интенсивно гидроли
зовали р-1,3-ксилан с образованием ксилозы. Наибольшая 

(3-1,3-ксиланазная активность гриба при погруженной культу
ре отмечалась на пятый-шестой день, а р-1,4-ксиланазная— 
на второй-третий (рис. 14). И з культуральной жидкости этого 
штамма Ch. globosum получен и изучен очищенный фермент 

(3-1,3-ксиланаза.
Выделение и очистка фермента из культуральной жидко

сти пятидневной культуры Ch. globosum проводились сульфа
том аммония (фракционированное осаждение растворами 
разной степени насыщения, на холоду). Исходный фильтрат 
содержал 1,7 ед. (3-1,3 ксиланазной активности на 1 мг белка; 
полученный очищенный фермент—  180 ед. Фермент, по данным 
опытов упомянутых авторов, является специфичным при гид

ролизе (3-1,3-ксилана, образует только ксилозу и незначитель
ное количество глюкозы, не гидролизует ксилозы и ксилобио
зы, но гидролизует другие ксилоолигосахариды (см. рис. 14).

Гаскуан Дон. и Гаскуан М. [45] изучили ксиланазную ак
тивность 13 видов микроскопических грибов. Ксилан получен 

из испанского камыша. При его кислотном гидролизе отмечены 
ксилоза, арабиназа и следы глюкозы. Наиболее активными 
были штаммы Penicillium viridicatum, Fusarium roseum (-F .
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avenaceum?), Fus. avenaceum. Дальнейшее изучение ксиланаз- 
ной активности проведено со штаммом F. roseum.

Гриб выращивали в стационарной культуре 21 день при 
30° С и в погруженной культуре 13 дней при 28— 30° С, После 
отделения от мицелия культуральную жидкость концентриро
вали и замораживали до получения сухого порошка; последний

Рис. 14.

I. Образование Р-1,3- и р-1,4-ксиланрасщепляющих ферментов в культуральной жид
кости Chaetonium globosum (по Fukui). I — 0-1,3-ксиланрасщепляющий фермент; 2 — 
£-1,4-ксиланрасщепляющий фермент.
I I  — Действие очищенных ферментов кеиланазы Chaethomium globosum на разные 
f i-1,3-ксилоолигосахариды. Среда: 2% р-1,3-раствор ксилоолигосахарида— 0,5 мл; Фос-> 
фатный буфер pH 3,5—0,2 мл; раствор фермента 37 ед.— 0,3 мл. 1 ~  ксилоза; 2 — ксило
биоза; 3 — ксилотриоза; 4 — глюкоза; 5 — ксилотетраоза; 6 — ксилопентаоза; 7 — ксило- 
гексаоза. а — интенсивное проявление пятна; б — средняя степень проявления; в — сла
бая интенсивность; г —слабое коричневое окрашивание.

растворяли в воде (1:10) ,  диализировали на протяжении 
72 час на ацетилированной целлюлозной пленке.

Получение ксиланазного препарата проведено фракциони
рованным осаждением спиртом на холоду (25, 40, 25,5% эта
нола) .

При проверке целлюлазной и ксиланазной активности по
лученных фракций выявлена фракция (g), обладающая только 
ксиланазной активностью; при ее действии на ксилан в реак
ционной смеси выявлены ксилоза, арабиноза, следы глюкозы 
и ксилоолигосахариды, в то время как другие фракции обла
дали также и целлюлазной активностью (табл. 14).

Кеиланазы Diplodia viticola изучались Штребеллом [115] 
при культивировании на стерильном винограде, а также на 
синтетической среде с добавлением 1 % ксилана, целлюлозы, 
L-арабинозы, d-ксилозы, d-глюкозы (каждого как единствен
ного источника углерода). Ксилан получен из ягод винограда. 
При гидролизе его обнаружены ксилоза, арабиноза, глюкоза и 
галактоза в соотношении 20 ; 5 : 6 : 6. В качестве исходного 
субстрата использован очищенный ксилан из кукурузных коче
рыжек. При гидролизе виноградного ксилана ферментом гри
ба, полученным при культивировании на стерильном виногра
де, обнаружены хроматографически ксилоза, арабиноза, глю-
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Т а б л и ц а  14
Характер действия ксиланазы Fus. roseum (фракция g) 
на различные углеводы

Субстрат Сахара, образуемые при гидролизе

Ксилоза Ксилоза + следы ксилоолигосахаридов

Ксилобиоза Ксилоза + ксилоолигосахариды
Ксилотриоза Ксилоза + ксилобиоза + ксилоолигосахариды
Целлобиоза Ксилоза + целлобиоза + целлоолигосахариды

Амилоза Глюкоза

Арабоксилан
(ржаная мука) Ксилоза + арабиноза + олигосахариды

Y-целлюлоза
(гель) Ксилоза + гексоза + олигосахариды

коза, ксилобиоза, ксилотриоза, ксилотетраоза, ксилопентаоза.
При культивировании гриба на средах с различными источ

никами углерода (основная среда —  2 г С а (Н О зЬ ; 2 г Na2S04; 
0,64 г КС1; 0,65 г N aH 2P 0 4; 0,025 г M n S 04; 0,015 г Z nS 04; 

0,008 г КСІ; 3,6 г M g S 0 4 на 1 л воды) установлено, что актив
ность ксиланазы зависит от источника углерода в среде (табл.
15). Отмечена разница в продуктах гидролиза ксилана неочи
щенными и очищенными препаратами ксиланазы, а также не
одинаковый оптимальный pH для их действия. В первом случае 
обнаружены ксилоза, арабиноза и ксилоолигосахариды, во вто

ром —  только ксилоолигосахариды.

Та блица  15

Влияние различных источников углерода 
на образование ксиланазы D ip lo d ia  v itico la

Источник
углерода Основные продукты гидролиза ксилана

Глюкоза Не образуется
Целлобиоза Не образуется .
Целлюлоза Ксилоолигосахарид
Ксилоза Ксилоолигоксилоза, арабиноза, глюкоза
Арабиноза То же
Ксилан Ксилоолигоксилоза и неопределенные

компоненты

При хроматографии осажденного ацетоном фермента на 
колонке диэтиламиноэтил целлюлозы (ДЕАЕ) установлено, что 
он состоит из двух компонентов.

Г л ю к а н а з ы  вызывают гидролиз глюканов, полисахари
дов, имеющих смешанные типы связи. Стоун [112] изучал {3-глю-

56



каназы Asp. niger. При различных уровнях линейной концен
трации градиента фосфатного буфера (pH 5,8) от 0,005 до 
1 М/4 л и фракционном элюировании получены фракции, об 

ладающие различной активностью. Специфические субстраты 
в этих опытах автора —  набухшая целлюлоза, натриевая соль 
карбоксиметилцеллюлозы, салицин. Так, например, компонент, 

элюированный при 0,0075 М  фосфатного буфера, обладал ак 
тивностью против первых двух субстратов; компоненты, элюи

рованные при 0,03— 0,05 М , "были более активны в отношении 
карбоксиметилцеллюлозы, чем целлюлозы; компоненты при 

0,055— 0,07 М  активны против двух этих субстратов. П о отно
шению к салицину оказались активными компоненты, элюиро

ванные при 0,055— 0,085 М. При других концентрациях были 
выделены компоненты, обладающие ламинариназной, глюка - 

назной активностью.
Риис и сотрудники [102— 105] изучали (3-D-1,2, j3-D-l,3, (3-D-

1,4 и p-D-1,6 глюканазы у грибов. Субстратом для исследова

ния 8-1,2-глюканазной активности у грибов служил (3-D-1.2- 
глюкан, полученный из культуры бактерий Agrobacterium tumi- 
faciens —  возбудителя цветочных галлов. Фермент |3-1,2-глюка- 

наза представляет интерес для получения дисахарида софоро- 
зы при гидролизе (3-0-1,2-глюкана, стимулирующего образова

ние целлюлазы Trichoderma viride.
Максимальное образование фермента наблюдалось на 20-й 

день роста гриба; активность р-1,2-глюканазы (или ,6-1,3-, (3-
1,4-глюканазы) определялась по образованию редуцирующих 
сахаров  (глюкозы) в реакционной смеси, состоящей из 0,5 мл 
раствора фермента (концентрированной жидкости)+0,5 мл 
0 ,4% -ного раствора |3-1,2-глюкана ([3-1,3- или (3-1,4-глюкана со 
ответственно) в 0,05 М  нитратном буфере. Реакция в течение 
двух часов при 50° С.

Единица активности —  количество фермента, вызывающего 
образование 0,4 мг глюкозы в 1 мл реакционной смеси. Актив
ность образования (3-1,2-глюканазы у различных видов грибов 
неодинаковая. Изучаемые авторами бактерии, актиномицеты н 
дрожжи не были активны.

Изучено влияние температуры, pH среды и концентрации 

субстрата на (3-1,2-глюканазную активность наиболее активных 

видов грибов (рис. 15). Термоустойчивая целлюлаза Myrothe- 
cium varrucaria почти не гидролизует (3-1,2-глюкана.

Авторы считают, что изученные ими (3-1,4-, j3-1,3- и (3-1,2-глю- 
каназы являются специфическими ферментами к гидролизу 
определенных типов связей глюкозидных единиц в полисаха
ридах. Исследование подобных ферментов, по их мнению, име
ет значение для понимания структуры последних.

Честер и Балл [26] изучили (З-глюканазы грибов, вызываю

щих разложение ламинарина. Полисахарид ламинарии — ман-
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нитсодержащей (3-1,3-глюкан, характеризующийся р-1,3-поли- 
мерной связью. Главным продуктом гидролиза ламинарина 
является мандант. Ламинарин широко распространен у во
дорослей семейства Phalophycea; впервые выделен у Lami- 
tiaria.

Авторами изучена ламинариназная активность более 160 
видов различных систематических групп, выделенных из раз
личных субстратов.

Грибы выращивали на жидкой и плотной среде следующего 
состава: минеральная часть +1% нерастворимого ламинарина,

Рис. 15. Влияние некоторых факторов на активность 
Р-1,2-глюканазы Penicillium melinii, Pen. funiculo- 
sutn (no Reese):

a — влияние температуры на P -1,2-глюканазную активность 
Pen. melinii: 7 — 30 мин, 2 — 60 мин; pH 5,3; б — влияние 
pH  на P -1,2-глюканазную активность Pen. melinii (1), Pen. 
funiculosum OM 391 {2); t 50° С ; в — влияние концентрации 
субстрата на Р -1,2-глюканазную активность Pen. melinii; 
t 40° С, pH 4.

0,25% дрожжевого экстракта, 0,25% пептона, по 5 мг/л Fe--', 
Мп", С о -, pH 6— 7. Культивирование проводили в колбах на 
качалке при заражении спорами 10-ь1мл.

Концентрированные препараты ламинариназ получались пу
тем осаждения из культуральной жидкости, отделенной от ми
целия, двумя объемами ацетона при 2— 3° С. Через 14— 15 час 
жидкость центрифугировали (2000 об!мин, при 1°С, 20 мин), 
осадок растворяли в минимальном объеме воды, диализирова- 
ли против водопроводной воды, переосаждали в холодном эфи
ре, высушивали в вакуум-эксикаторе и сохраняли при — 12° С 
для дальнейших исследований.

Наличие ламинариназы в культуральной жидкости опреде
лялось первично по просветлению ламинаринового агара. Ак
тивность очищенного фермента — по образованию редуцирую
щих сахаров в реакционной смеси.

Реакционная смесь: 2,5 мл 0,5%-ного раствора ламинарина 
в 0,05 М цитратно-фосфатном буфере, pH 5,8+ 2,5 мл 1%-ного 
раствора очищенного фермента в этом же буфере; реакция при 
37° С, 30 мин. Единица активности — количество мг глюкозы, 
а также специфическая активность на белок.
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Наиболее ламинариназоактивными грибами в опытах авто
ров были Trichoderma viride, Myrothecium verrucaria (табл. 16).

Т а б л и ц а  16

Ламинариназная активность разных видов грибов

Источник выделения Вид гриба
Активность. 
ёд/мг азота

Почва Cylindrocarpon radicicola 8,5
Penicillium violaceum 30,3
Toral a sp 19,4
Trichoderma viride 340,0

Соленые морские зарос  Cercospora salina 34,0

ли Diplodina sp. 3,1
Mortierella alpina 6,2

М орская вода Cilcitalua achrospora 3,2
Морские дрожжи Helicoma sp. 5,6

19,6
Разрушенный текстиль Rhodotorula sp. 3,6

Aspergillus niger 86,0
Chaethomium cochlioides 42,0
Myrothecium verrucaria 300,0

Гниющие волокна Polystictus versicolor 72,0
Ustilina sousta 28.5
Xylaria polymorpha 79,0

Разрушающие гумино- Penicillium luteum 54,0
вые кислоты Trametes rubescens. 40,0

Кератинразрушающие Epiddrmophyton flocco- 
sum

25,7

Keratinomyces ajelloi 14.7

Авторы считают, что грибные ламинариназы многокомпо

нентны. При «эндогидролизе» ламинарина, по их мнению, об 
разуются ламинаринодекстрины; как первичное соединение при 

«экзогидролизе» образуется глюкоза.
Методом адсорбционной хроматографии (на колонках Са- 

гидроксилапатита и целлюлозы) из (З-глюкозидаз получены от
дельные компоненты, специфичные по отношению к ламина- 

рину.
Комплекс р-1,3-ламинариназ у разных видов грибов неоди

наков; процесс гидролиза ламинарина осуществляется различ
ным путем, связанным с образованием различных начальных 

и конечных его продуктов.
Авторы показали, что около 25% из 160 видов изученных 

грибов характеризуется «экзогидролитическими» ламинарина- 

зами, до 56% —  «эндогидролитическими».
Как видно из приведенных данных (табл. 17), например, два 

наиболее активных штамма видов Myrothecium verrucaria, Tri■■ 
choderma viride характеризуются разным соотношением «эндо» 
и «экзо» ламинариназного комплекса.
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Таблица  17

Характеристика ламинариназ у разных видов грибов

Источник ламинариназы

Соотношение компонентов, %

Единиц в 1 мг 
белка всех 
ферментов

Экэолитичес
кие

Эндолитичес-
кие

Морские дрожжи 13 М .......................... 3 97 19
Rhizopus nodosus №  245 ..................... 17 83 71
Streplomyces sp. S  93............................... 20 80 24
Myrothecium verrucaria IM  2529 . . 45 55 300
Базидиомицет Q M  806 ...................... 82 18 103
Trichoderma viride S T R ..................... 92 8 340

Ламинариназный комплекс изученных видов грибов, п одан 
ным авторов, включает «экзо»-р-0-1,3-ламинариназу, один или 
более «ЭЙДО»-|3-0-1,3-глюкаваз и р-глюкозидазу низкой степени 
специфичности к ламинарину.

Наряду с маннитом обнаружены глюкозиды с (3-1,6 связью. 

Многокомпонентная природа ламинариназного комплекса 
грибов была также показана при изучении отношения ламина
риназ различных видов к pH (табл. 18).

Та блица  18

Оптимальные pH для активности ламинариназы разных видов грибов

Вид гриба
Характер

ферментного
комплекса

Оптимальные pH

Aspergillus n ig e r .......................... Экзо- 5,2— 5.6
Diplodina sp................................................... » 5,5— 5,7
Helical a sp...................................................... » 5,0
Penicillium claviforme.............................. » 4,5— 4,7
Trichoderma v i r id e ................................... Промежут, 5,4
Cercospora s a lin a ....................................... Эндо- 3,9— 4,2; 5,4— 5.6
Impex l a c t e u s ............................................ Промежут. 4,0— 4,5; 5,5— 5,6
Mortierella a lp in a ....................................... Экзо- 4,8—5,0; 6,1— 6,3
Myrothecium verrucaria .......................... » 5,4— 5,5; 6.1— 6,3
Trichoderma a lb u m ................................... Промежут. 4,8— 5,1; 6,1
Aspergillus o ry z a e ................................... Эндо- 5,3— 5,6; 6,0— 6,1
Penicillium violaceum .............................. » 5,5— 5,6; 6,1
Penicillium s t ip i ta tu m .......................... Промежут. 4,7— 5,0; 5,8
Rhizopus rodosus ....................................... Эидо- 4,5—4,8; 6,3— 6,4
Sporotrichum pruinomm  ...................... Экзо- 4,4— 4,6; 6,1— 6,2

Куннингэм и Мэннерз [32] получили фермент из Rhizopus 
arrhizus, который быстро гидролизовал лихенин, запасной уг

левод исландских мхов, представляющий собой линейный по
лимер, состоящий приблизительно из 30% р-1,3 и 70% {3-1,4 

связей.
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Гриб выращивался на среде, содержащей в 1 л: 2 г К Н2Р 0 4, 
(N H 4)2S 0 4— 1,4 г; мочевины — 0,3 г, M g S 0 47H20  — 0,3 г, 

СаС12—  0,3 г, экстракта дрожжей (су х ог о )— 0,1 г, пептона —  

1 г, целлобиозы — 6 г. Продолжительность культивирования 
на качалке —  7— 10 дней при 27° С. Фермент получался путем 

добавления к культуральной жидкости, отделенной от мицелия, 
охлажденного ацетона (— 15°).

П о данным авторов, выход и ламинариназная активность, 
соответственно, для препаратов из фильтратов семидневной 
культуры составляли 1400 мг, 0,4 ед]мг из 500 мЩ из 19-днев- 
ной культуры —  970 мг, 0,7 ед/ш из 850 мл. Продуктами гид
ролиза лихенина были ламинарибиоза и некоторые трисахари- 
ды. В работе обсуждены вопросы механизма ферментного гид
ролиза лихенина и его структуры.

Риис и Мендельс [105а] описали новый фермент микодек- 
етраназу из Asp. niger, Penicillium expansum и других видов 
микроскопических грибов. Микодекстраназа является а-глю- 
каназой, которая разрушает только а-1,4-связи в микодекстране 
(нигеран).

М и к о д е к с т р а н  —  полисахарид, экстрагируемый горя
чей водой из мицелия Asp. niger, Р. expansum и других видов 

этих родов грибов; осаждается при ее охлаждении (примерно 
до 30° С ). Он составляет иногда до 40% веса мицелия.

Авторами проверено значительное число видов Aspergillus, 
Penicillium и других грибов на активность образования мико- 
декстрана.

При испытании 25 различных продажных ферментных поли

сахаридных препаратов незначительный гидролиз микодекстра- 
на отмечен при использовании целлюлазы японского происхож
дения из Trichoderma viride.

Из 166 видов различных бактериальных культур только 

шесть образовывали микодекстраназу на среде с глюкозой и 
микодекстраном.

Продуктом гидролиза микодекстрана ферментами грибов 

являются тетрамер и дисахарид нигероза (а-1,3-дисахарид). 
При сравнительном изучении продуктов гидролиза изолихени- 

на (а-1,3; а-1,4) и микодекстрана микодекстраназами разных 
видов грибов показано, что глюкоза образуется при гидролизе 
изолихенина, при гидролизе микодекстрана —  тетрамер и ди
сахарид нигероза и только у отдельных видов грибов —  глюко

за (рис. 16).

Наиболее специфичная микодекстраназа была у P. melinil 
Обсуждается сравнительный механизм ферментативного гид
ролиза различных полисахаридов в отношении сродства отдель
ных ферментов к определенным участкам полимерной цепи — 
димерам, тетрамерам и т. д., а не только специфическим свя

зям.
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Применение целлюлаз и гемицеллюлаз микроскопических 
грибов относится к одной из наиболее перспективных и вместе 
с тем наименее разработанной области. Интенсивное изучение 
целлюлозолитических свойств разных видов микроскопических 
грибов и изолируемых препаратов целлюлаз, несомненно, яв
ляется необходимой предпосылкой их будущего широкого 
практического использования.
Ферменты, обладающие вы
сокой активностью разложе
ния целлюлозосодержащих 
растительных субстратов, мо
гут найти самое широкое при
менение.

Рис. 16.

I. Сравнительный гидролиз микодекстрана и изолихенина ферментами (по 
Reese, Mandels): 1 — микодекстраназа (30 ед/мл) Pen. melinii; 2 — микодек- 
страназа (36 ед/мл) Chloridium viride. Условия: 50° С, pH 4,5, вещества 2 мг\мл. 
С. v.— Chloridium viride; P. m.r~ Penicillium melinii.
I I . Продукты гидролиза изолихенина (И) и микодекстрана (М) микодекстра- 
назами, очищенными посредством сефадекса (по Reese). Условия: гидролиз 
22 нас, вещества 1%, pH 4,5, фермента \Ымл\ время 1—6 час. Раствори
тель изопропанол: уксусная кислота : вода (54 : 8 : 18). Проявитель: бензи
дин: трихлоруксусная кислота. Величина Rf выражена в числах. Т. v. 22— 
Trichoderma viride; Chi. 54 — Chloridium viride; Pen. 44 -- Penicillium melinii. 
2|, Є2, e4 —  MOHO-, ди- и тетрасахара.

Наиболее актуальными, на наш взгляд, сейчас являются1 
следующие области их применения.

Использование для обогащения грубых, целлюлозосодержа
щих кормов растворимыми, удобоусвояемыми формами угле
водов, а также, возможно даже в первую очередь,— для обо
гащения грубых кормов белком и другими питательными 
веществами. Эту группу ферментов можно применить для полу
чения глюкозы и других сахаров из различных целлюлозосо
держащих и иных видов растительных отходов и сырья.

Очищенные ферменты целлюлаз могут найти применение 
как в медицине, так и в ветеринарии в качестве лечебных 
средств при определенных формах дистрофии пищеварения и 
для улучшения перевариваемости целлюлозосодержащей пищи 

и кормов.
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Не менее важной областью применения целлюлаз является 
использование их при переработке различных видов раститель

ных целлюлозосодержащих отходов, а также в промышленно
сти при переработке сырья, где разрушение клеточных оболо
чек имеет значение для получения из клеток крахмала, сахара, 
масла и других веществ. Так, Веселов, Салманова и др. [3, 13] 

сообщают об опыте эффективного применения целлюлозоли- 
тического фермента Trichothecium roseum в пивоваренной 

промышленности при добавлении к заторам из ячменной 
муки.

Обширные исследования по практическому применению цел
люлаз и гемицеллюлаз проведены Тояма [127— 129]. В Японии 

организовано промышленное производство целлюлозолитиче
ских ферментных препаратов, которые применяются в отраслях 

промышленности, где необходимо разрушение клеточных об о 
лочек для получения продукта (при разрушении пищевого р а с 
тительного сырья и остатков, разрушении бумажных отбросов 
и др.). П о данным автора, для промышленного получения фер
ментных препаратов используются культуры Trichoderma viri
de и Aspergillus niger на отрубях. Препарат первого гриба об 

ладает целлюлазной и ксиланазной активностью; при разру 
шении фильтровальной бумаги в среде образуется до 6,6% с а 
харов. Препарат из Asp. niger имеет амилазную и целлюлазную 
активность.
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ПЕКТИН АЗЫ

Пектиназы вызывают гидролиз пектиновых веществ. Послед
ние представляют собой высокомолекулярные кислые полиса

хариды, в которых метоксилированные остатки галактуровой 
кислоты связаны между собой а-1,4-гликозидными связями 
(рис. 17).

Пектиновые вещества широко распространены в высших 
растениях. Они содержатся в значительном количестве в яго
дах, фруктах, некоторых клубне- и корнеплодах, в стеблях р а 
стений. В растениях пектин находится в виде водонераствори
мого протопектина. Протопектин — комплексное соединение 
пектина со сложными веществами клеточной оболочки —  цел
люлозой, гемицеллюлозой, арабаном, ксиланом.

Содержание протопектина и соотношение его с водораство
римым пектином в растениях колеблется в зависимости от 

условий. Протопектин и пектин пропитывают клеточные об о 
лочки стеблей и плодов, корней, семян многих растений, накап

ливаются в клетках их плодов, образуя в комплексе с другими
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полисахаридами склеивающий субстрат клеток. Созревание 
плодов во время вегетации растений и при хранении плодов 
сопровождается уменьшением содержания протопектина и уве
личением содержания пектина.

Пектиновые вещества различных растений отличаются по 
молекулярному весу, содержанию золы, метоксильных групп, 
по способности к образованию гелей. Так, молекулярный вес 
пектина из яблок, груш, слив, сахарной свеклы равняется при
мерно 20 ООО—35 ООО, пектина из апельсинов — 40 ООО—50 ООО.

Рис. 17.

I. Строение пектиновой кислоты (по Кочеткову).
II . Действие пектинэстеразы (------- ►) и полигалак-
туроназы ( )  на фрагмент цепи молекулы 
(по Рейду).

Характерным действием пектиназ на растительные ткани 
является их размягчение (мацерация), распад на отдельные 
клетки. Обычно мацерирующее действие пектолитических фер
ментов устанавливается на тонких срезах тканей клубня кар
тофеля, корня моркови и др.

Изучение гидролиза пектина ферментными препаратами из 
разных видов грибов, а также при различных условиях их куль
тивирования показало, что этот процесс протекает неодинако
во, что существует определенное взаимовлияние отдельных 
компонентов ферментного комплекса на быстроту и характер 
расщепления молекулы полигалактуроновой кислоты.

В основу классификации пектолитических ферментов при
нимают характер их действия на пектин — ферменты концево
го и неупорядоченного механизма гидролиза, ферменты, гидро
лизующие предпочтительно пектин или пектиновую кислоту и 
т. п. В соответствии с характером действия фермента предло
жены для них названия: пектолитические ферменты с неупоря
доченным механизмом действия — эндополиметилгалактурона- 
за; ферменты с концевым механизмом гидролиза пектина — 
экзополиметилгалактуроназа и т. д.
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Считают, что существует две стадии гидролиза пектина: 
первая — быстрое расщепление молекулы (около 45— 55% свя
зей в ней); вторая —  медленный процесс окончательного гид

ролиза, во время которого подвергаются воздействию фермен

та три- и дигалактуроновые кислоты, а скорость их распада 
равна 5% скорости расщепления пектина [7].

Установлено, например, что Asp. faetidus образует различ

ного качества ферменты в зависимости от условий выращива
ния. Пектолитический фермент из поверхностной культуры 

быстро и полностью гидролизовал пектиновую кислоту до d- 
галактуроновой, а препарат из глубинной культуры гидролизо
вал пектиновую кислоту на 50% с образованием, главным об 
разом , ди- и тригалактуроновых кислот.

Пектолитические ферменты различного происхождения (из 
грибов, дрожжей) отличаются степенью и продуктами гидро

лиза пектиновой кислоты.
Одним из характерных свойств пектина является образова

ние желеподобных студней в присутствии кислот и относитель
но высоких концентраций сахара. Это свойство пектинов широ

ко используется в кондитерской, фармацевтической и других 
видах промышленности, применяющих желатинизирующие ве

щества.
Ферментативный процесс гидролиза пектина широко р а с 

пространен в природе — он способствует разрушению плодов 
и овощей при хранении, принося ущерб, а также имеет место 
при их созревании, разложении растительных остатков в поч

ве, при обработке целлюлозосодержащих стеблей растений, 
будучи в этих случаях полезным.

Различают несколько типов ферментов, разлагающих пек

тиновые вещества:
П р о т о п е к т и н а з а ,  или пептиндеполимераза, вызывает 

превращение нерастворимого протопектина в растворимый пек
тин. Предполагают, что под ее действием расщепляются связи 
между метоксилированной полигалактуроновой кислотой и 
арабаном; некоторые авторы отрицают наличие этого ф ер

мента.
П е к т и н э с т е р а з ы  гидролизуют метоксильные груп

пы молекулы растворимого пектина. В результате расщепления 

сложноэфирной связи образуются полигалактуроновая кисло
та и метиловый спирт. Активны в отношении нативного пекти
на. Встречаются преимущественно в высших растениях и 

микроорганизмах.
П е к т и н п о л и г а л а к т у р о н а з ы  (пектиназы, пектин- 

галактуроназы) гидролизуют а-1,4-глюкозидные связи пекти

новой кислоты до свободных d-галактуроновых кислот. Встре
чаются главным образом  у различных видов бактерий и 
грибов.
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поздних фазах, при росте 
гриба на среде с неспеци
фическими источниками уг-

Рис. 19.

I. Гидролиз пектиновой кис
лоты пектиногликозидазами 
Asp. niger {по Saito).
II. Бумажная хроматограмма 
реакционной смеси и образова
ние осадка с H 2 S O 4 .

лерода. При pH среды 1,8— 2,0 наибольшая активность отме
чена в мицелии, а при pH 4— 5 — в культуральной жидкости. 
ДПГ гриба быстро расщепляла полигалактуроновую цепь, умень
шая размер молекулы до три-, ди- и d-галактуроновой кислоты, 
а ГПГ — разрушала концевую часть ее цепи (рис. 19).

Подобно тому как более полный гидролиз клетчатки, крах
мала совершается при воздействии на субстрат всего комплек
са соответствующих ферментов, активность ферментативного 
расщепления пектина зависит также от действия отдельных 
типов пектингидролизующих ферментов.
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Саито [46] считает, что пектиновую кислоту гидролизуют 
два типа пектингликозидаз. Первый, вызывающий потерю вяз
кости растворов,— деполимерная полигалактуроназа (ДПГ) и 
второй, вызывающий образование редуцирующих веществ,— 
галактурогенная полигалактуроназа (ГПГ).

Автором изучены условия образования, методы выделения 
и очистки, свойства этих двух типов пектолитических фермен
тов у Asp. niger.

Гриб выращивался в погруженной культуре на среде Чапе
ка с 3% глюкозы или лимонного пектина. Как видно из при
веденного ниже рисунка (рис. 18), ДПГ образуется в более

Рис. 18. Образование пектиновых 
гликозидаз Aspergillus niger в 

культуральной жидкости в зави
симости от источника углерода 
(по Saito):

Образование редуцирующих сахаров: 
/ — на среде с пектином или пектино
вой кислотой: 2 — на среде с глюко
зой или крахмалом.
Изменение вязкости субстрата: 3 — на 
среде с пектином или пектиновой кис
лотой; 4 — на среде с глюкозой или 
крахмалом.



Установлено, например, что при низкой активности пектин- 
эстеразы или ее отсутствии пектиновая кислота значительно 
более устойчива к действию полигалактуроназы, чем метилиро
ванный пектин [7].

Пектинолитические ферменты различных грибов, в зависи

мости от условий культивирования, времени воздействия и дру
гих условий, осуществляют в различной степени гидролиз, 

молекулы пектина, вызывая потерю вязкости раствора, об разо 
вание производных пектиновой кислоты с различным молеку
лярным весом.

Характерными показателями действия пектолитических фер
ментов являются: 1) потеря вязкости пектиновых растворов;
2) потеря способности растворов пектина к образованию геля 

при добавлении этанола или растворов кальциевых солей;
3) повышение титруемой кислотности растворов вследствие де
метилирования пектина и освобождения полигалактуроновой 
кислоты; 4) повышение содержания редуцирующих веществ в 
растворе.

Полигалактуроновая, или пектиновая, кислота характери
зуется способностью легко образовывать соли и осаждаться из 
растворов в виде пектата кальция, что служит основой для ме
тода количественного определения пектиновых веществ.

Описано значительное число видов микроскопических гри
бов —  продуцентов пектолитических ферментов. Изучение их в 
этом отношении проводилось в трех основных направлениях: 
исследовались виды, поражающие плоды и фрукты во время 
хранения и переработки, виды •— активные продуценты пекти- 
наз (с целью использования их в промышленности) и виды, 
поражающие растения во время вегетации.

В обзоре Деуэла и Штутца [24], посвященном пектиновым 
веществам и пектиновым ферментам, микроскопические грибы 

разбиваются на группы, характеризующиеся определенным ти
пом полигалактуроназы:

I тип. Вызывает значительное снижение вязкости пектиновых 
растворов и незначительное повышение уровня редуцирующих 
веществ в начальной стадии гидролиза пектина. Отмечен у 
Asp. aureus, Asp. faetidus, Asp. niger, Ceratostomella ulmi, Fus. 
moniliforme, Neurospora crassa, Peti, expansum, Rh. tritici, Ver- 
ticillium dehliae. В последующих стадиях гидролиза пектина 

ферментами этого типа могут образовываться олиго- и монога- 
лактуроновые кислоты, для разных видов грибов-продуцентов 
неодинаковые.

II тип. Более активно гидролизует высоко эстерифицирован- 
ные пектины, чем низко эстерифицированные. Отмечен у Asp. 
niger, Botrytis cinerea, Pythium debarianum.

I I I  тип. Сахарогенная полигалактуроназа. Отмечена у Asp. 
faetidus, Asp. niger, Sclerotinia libertiana.
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В зависимости от условий культивирования, способов выде
ления и очистки у одного вида представляется возможным 
установить наличие определенного комплекса пектолитических 
ферментов.

Изучение ферментативного гидролиза пектина с применени
ем методов хроматографии, фракционированного осаждения, 
адсорбции и др. позволяет установить различия в свойствах 
пектолитических ферментов отдельных видов грибов.

Джермин и Томкинс [37], используя метод бумажной хрома
тографии, изучили характер гидролиза и промежуточные про-

Рис. 20. Механизм действия I и I I I  типов полигалактуро- 
наз из Лхр niger на пектиновую кислоту в течение ее гид
ролиза (по Deuel, Stutz).

дукты, образуемые при гидролизе пектиновой кислоты фермен
тами Botrytis cinerea, Реп. expansum, Asp. aureus.

В опытах авторов были ферментные препараты из культур 
грибов на отрубях, получаемые экстрагированием сухой куль
туры дистиллированной водой (1/10) при pH 5,6, с последую
щим осаждением 95%-ным этанолом (пятикратным объемом) 
или сульфатом аммония (70 г/100 мл экстракта). В качестве 
субстрата использовалась натриевая соль лимонного пектина. 
1%-ный раствор пектина смешивали с раствором фермента до 
концентрации 0,85% пектина в растворе; смесь выдерживали 
при 20° С и образцы для исследования брали через 15, 30 мин, 
1 час, 1,5, 2,5, 4,6, 8, 24, 48, 73, 96 час. Определялись способ
ность раствора к образованию гелей с этанолом и СаС12, уро
вень образования редуцирующих веществ (йодно-редуцирую- 
щая проба) и проводилось хроматографирование раствора.

Пектиназа изучаемых видов грибов вызывала активный 
гидролиз пектина, выражающийся в резком повышении уровня 
редуцирующей способности пектинового раствора, потере его 
вязкости. В качестве продуктов гидролиза пектина образуются 
олигогалактуроновокислые сахариды и фрагменты молекулы 
пектина, которые проявляют подвижность и обнаруживаются 
хроматографией в разные периоды времени (рис. 21). Обнару
жение хроматографией этих соединений становится возможным 
при разрушении около 30% гликозидных связей молекулы ПО-
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лигалактуроновой кислоты. Изменения характерных свойств 
пектина — образование геля с этанолом или СаСЬ, потеря вяз
кости раствора совпадают со степенью гидролиза молекулы до 
фрагментов с пятью или менее единицами галактуроновой кис
лоты, обнаруживаемых на хроматограмме.

Рис. 21.

I. Пектиназы разных видов грибоа (по Jermyn, Tom
kins). Изменение йодо-восстанавливающего уровня р а с 
твора под влиянием пектиназы Botrytis cinerea (I), 
Penicillium expansum. (2), Asp. aureus (3).
I I . Гидролиз пектина под влиянием препарата пекти
назы из В. cinerea: А — пятно галактуроновой кислоты; 
Б — раствор пектина; В — раствор фермента; Г—Д — 
смесь раствора пектина и фермента в различные про
межутки времени: 0,25; 0,05; 1; 1,5; 2,5; 4; 6; 8; 24; 
48; 73; 96 час после начала гидролиза.

При изучении продуктов гидролиза пектина ферментами из 
Neurospora crassa отмечено, что пектиназа этого вида отлича
ется рядом свойств от пектолитических ферментов других ви
дов грибов [45]. При потере вязкости раствора под воздействи
ем пектиназы из Neurospora crassa на 50% отмечено только 
2% гидролиза пектина, определяемого по повышению содер
жания редуцирующих веществ. В течение 1 час реакции отме
чена потеря до 90% вязкости раствора в реакционной смеси 
и до 30% разложения пектина.
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Конечными продуктами гидролиза пектина пектиназой 
N. crassa являются преимущественно полиурониды низкого мо
лекулярного веса (до 4000),

Ферментативное разрушение пектиновых веществ в расте
ниях имеет значение в патогенезе некоторых их заболеваний» 
а также при разрушении пектиновых веществ листьев и ино
гда плодов растений и освобождении фитопатогенных вирусов.

Выделяемые фитопатогенными грибами пектолитические 
ферменты могут разрушать пектин средней пластинки и пек- 
таты в первичных клеточных оболочках, что приводит к изме
нению их физико-химических свойств и создает благоприятные 

условия для внедрения патогенного гриба.
Эйшоур [14] изучил пектинолитическую активность культу

ральной жидкости и мицелия Botrytis cinerea и Pythium de-Ba- 
rianum в зависимости от источников углерода, азота и неко
торых минеральных веществ. Автор показал, что пектиназа 
В. cinerea имеет оптимум действия при pH 4— 5,0, а P. de-Ba- 
rianum —  8— 9,0. В зависимости от условий культивирования и 
биологических свойств изучаемых грибов меняется соотношение 

между образованием пектиназ в мицелии и культуральной 

жидкости.

Уаэринга [58], изучая пектинразлагающие грибы из расти

тельных остатков леса —  опавших листьев и т. д., установил, 

что преобладающими здесь были грибы рода Cladosporium.
Рэджгэб и Фэбиэн [44] определяли пектолитическую актив

ность разных грибов, выделенных из томатов, при разных pH 

среды (2,0; 3,0; 4,5; 6,0; 7,0; 10,8). При pH 2,0 и 10,8 роста 

грибов не отмечено. Не установлено прямой зависимости меж

ду интенсивностью роста и пектолитической активностью у Asp. 
niger, Asp. terreus, Asp. clavatus, Botrytis cinerea, Colletotri- 
chum phomoides, Fus. oxysporum, Mucor globosus и др.; у ряда 

других видов, как например Mucor hiemalis, Oospora sp., Pen. 
purpurogenum, снижение интенсивности роста мицелия сопро

вождалось уменьшением пектолитической активности.

Активная пектинметилэстераза обнаружена в автолизате 

культуры Sclerotinia sclerotiorum [25], в то время как в куль

туральной жидкости преобладала полигалактуроназа. П оказа

но, что соки растений, чувствительных к поражению гриба, в 

меньшей степени ингибируют пектиназы Sci. sclerotiorum, чем 

соки устойчивых к грибу растений.

Хусейн и Райх [34, 36] установили, что Cladosporium сиси- 
merinum образует в культуральной жидкости из среды Чапека 

с глюкозой только полигалактуроназу.

Гупта и Пандей [28] изучали активность пектиназ Rhizopus 
stoloniferum при росте на разных средах и экстрактах из з а р а 

женных грибом плодов яблок, абрикосов, персика и др.
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Клендон и др. [20] из яблок, пораженных Botryosphaeria ri- 
bis, получили активные препараты пектолитических ферментов. 
В опытах авторов была изучена пектолитическая активность в 

отжатом соке яблок и мязге.
Ряд работ посвящен изучению роли пектолитических фер- 

ментов в патогенезе фузариозного увядания различных расте
ний. Так, Уэйггонер и Даймон [57] предполагают, что пектин- 

эстераза, образуемая грибом в пораженном растении, может 
превращать пектиновые вещества при углублениях в стенки 
сосудов в субстраты для пектингалактуроназы. В результате 

действия последней могут образовываться полигалактурониды, 
которые дают сильно вязкие гели, способные закупоривать со 
суды. Закупорка сосудов приводит к снижению поступления 
воды к листьям и вызывает симптомы увядания.

Сравнительное изучение пектолитической активности двух 
форм Fus. oxysporum —  F. oxysporum f. conglutinans, вызываю
щей увядание капусты (пожелтение), и F. oxysporum i. tycoper- 
sici, вызывающей увядание томатов [32], показало, что послед
няя обладает значительно большей активностью пектинэстеразы 
и полигалактуроназы. В то же время F. oxysporum f. congluti
nans при росте на пшеничных отрубях образовывал фермент, 
гидролизующий пектат до галактуроновой кислоты (табл. 19).

Авторы считают, что низкая активность пектиндеполимера- 
зы и высокая активность полигалактуроназы может быть при-

Т а б л и ц а  19

Активность пектолитических ферментов в фильтратах культур 
F. oxysporum f. lycopersici и F. oxysporum f. conglutinans, 
выращенных на различных средах

Субстрат
Пектиндепо-
лимеразная

активность*

Пектинэсте
разная ак
ти вность**

Полигалакту
роназная

активность***

F. oxysporum f. lycopersici

Пшеничные отруби . . 60,5 16,3 29,6
Стебли томатов . . . 91,0 9,5 _
Стебли капусты . . . 96,2 18,4 —

F. exysporum f. conglutinans

Пшеничные отруби . . 10,7 8,6 31,6
Стебли томатов . . . 35,1 1,5 _
Стебли капусты . . . 6,7 6,5 —

* Деполимеразная активность определялась как процент снижения 
вязкости раствора пектата натрия за 2 час.

** Пектинэстеразная активность — степень освобожденных ОСН3-групп 
Пектинового раствора за 3 час.

*** Полигалактуроназная активность — уровень редуцирующей способ
ности раствора за 6 нас.
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чиной заболевания капусты фузариозным увяданием (пожел
тением и хлорозом жилок листа, побурением сосудов).

Активность пектолитических ферментов определялась так

же и хроматографическим изучением продуктов гидролиза пек
тина. Хроматографическое определение галактуроновой кислоты 
проводилось в системе растворителей — бутанол : уксусная кис

лота : вода ( 4 : 1 : 5 ) .
В опытах Трайона [54] по изучению пектолитической актив-

изолята Fus. oxysporum f .  

lini гриб культивировался 
поверхностным способом 
на минеральной среде с 

микроэлементами и 12,5 г 
сахарозы , 12,5 г лимонно

го пектина, 3 г дрожжевого 
экстракта и 3 г бактопепто- 
на в 1 л воды. Фильтраты 
гриба почти не проявляли 
пектинэстеразной активно

сти, но полигалактуроназ- 
ная их активность была 
очень высока: через 10 мин 
инкубации отмечено значи

тельное снижение вязкости 
раствора (рис. 22), а через 8 час инкубации хроматографически 

обнаружена галактуроновая кислота. Показано, что высокая 
полигалактуроназная активность является характерным свой
ством данного штамма.

Даннелл [23] установил высокую пектинэстеразную актив
ность штаммов Fus. oxysporum f. lycopersici, отличающихся па
тогенными свойствами. Активность пектинэстеразы и полига- 
лактуроназы определялась на агаризованном субстрате по об
разованию зон просветления после обработки метил красным 
и 5-н. соляной кислотой. Взятые штаммы не обладали полига- 
лактуроназной активностью.

Манн [406] провел сравнительные исследования вирулент
ного штамма F. oxysporum f. lycopersici и полученных из него 

мутантов, не образующих или слабо образующих пектинолити- 
ческие ферменты.

Пектолитическая активность фильтратов определялась ча
шечным методом. Для установления пектинэстеразной актив

ности среда содержала 1% очищенного пектина, 0,01% сали- 
циланилида, метиловую красную и 2 % агара в дистиллирован

ной воде, pH субстрата и фильтрата доводился N aO H  до 6,0. 
Активность определялась по образованию зон красного цвета 
вокруг цилиндров с фильтратами после инкубации в течение 
16 час при 25° С.

ности патогенного моноспорового

Рис. 22. Сравнительный коэффициент 
снижения вязкости полипектата натрия 
и карбоксиметилцеллюлозы ферментами, 
продуцируемыми Fus. oxysporum f. lini 
(no Trione).
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Полигалактуроназную активность определяли на среде с 
0,7% очищенного полипектата натрия в 0,2 М  ацетатном буфе
ре при pH 5,0. При обрызгивании чашек 5-н. НС1 вокруг ци

линдриков образовывались зоны просветления различного диа
метра.

Четкой зависимости между активностью образования пек- 

тиназ и вирулентностью изучаемых штаммов не отмечено. Ав
тор предполагает, что пектиназы Fus. oxysporum f. lycopersici 
могут играть роль на определенных стадиях развития заболе
вания, когда гриб проникает в сосудистую систему через корни.

При изучении пектолитических свойств Fus. oxysporum f. 
cubense, вызывающего увядание бананов [22], было установле
но, что культура гриба, предварительно адаптированная к био
синтезу пектолитических ферментов культивированием на сре
де Чапека с 0,5%-ным пектином, обладала значительно боль
шей активностью полигалактуроназы (табл. 20).

Таблица  20

Образование пектиновых ферментов Fus. oxysporum  f. cubense, 
выращенного на глюкозе, пектине или пшеничных отрубях при 

28° С в течение семи дней

Источники углерода в среде
Пектиндепол и ме- 

раза
Пектинметил-

эстераза

Глюкоза, 1 % ................................ 3 2
Глюкоза + 0,1 % пектина . . 6 2
Пектин, 1 % ................................ 42 50
Пшеничные отруби . . . . 7 2

При росте преадаптированной культуры гриба на тканях 
чувствительного сорта банана активность образования пекто

литических ферментов была значительно выше, чем на тканях 
устойчивого. Максимальная активность пектинэстеразы приво
дит к образованию пектиновой кислоты, снижению pH и повы
шению полигалактуроназной активности гриба.

Авторы считают, что пектинэстераза, разруш ая пектин в 
первичных оболочках клетки и пектаты в срединной пластинке 
чувствительного сорта, приводит к образованию крупных фраг
ментов молекулы пектинов, которые могут давать с ионами Са 
и M g  пектиновые гели, закупоривающие сосуды. В устойчивом 

сорте образуются высокоактивные хиноны, угнетающие синтез 
грибом гидролитических ферментов. С биохимической стороны 
восприимчивость растений к заболеванию связана с активно
стью гидролитических ферментов гриба и его обильным ростом 
в тканях растения, а устойчивость сопровождается угнетением 
или подавлением гидролитических ферментов и ограничением 
роста гриба в ткани растения.
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Уайнсмид и Камбз [60, 61] установили, что пектолитические 
ферменты гриба Pythium aphanidermaium, вызывающего гниль 
огурцов, отличаются по некоторым свойствам от пектиназ дру
гих видов этого рода —  P. de-Barianum, P. irregulare.

Гриб выращивали на среде, содержащей 3 г КН2Р 0 4, 2 г 

К2Н Р О 4, 0,5 г M g S 0 4, 2 г аспарагина в 1 л среды. Источники 
углерода —  глюкоза, лимонный пектин, полипектат натрия, pH
6,0. Гриб рос в стационарной культуре; активность пектолити- 
ческих ферментов определяли на третий, седьмой, 14-й день 

роста при разных значениях pH. Активность пектинметилэсте- 
разы определяли по изменению реакции среды с бромтимол- 
бляу (появление желтой окраски при подкислении среды), пек- 
тингалактуроназы —  по потере вязкости 1,2%-ного пектата 

натрия и лимонного пектина, а также хроматографированием 
продуктов гидролиза (одномерная нисходящая хроматограмма 
в смеси бутанол : вода (1250 : 84) и пропионовая кислота : вода 

(587:747).
Рост гриба на средах с пектином или полипектатом натрия 

был слабый, а на стерильных тканях огурцов —  очень обиль

ный. В фильтратах культур гриба на этих средах не установ
лена пектинметилэстераза, а экстракты из зараженных грибом 
и здоровых тканей огурца обладали пектинметилэстеразной ак
тивностью. Полигалактуроназа гриба была активна в отноше
нии полипектата натрия, а не пектина. Наибольшая активность 
полигалактуроназы отмечена в экстрактах из тканей больных 

огурцов на четвертый день после заражения.
Пектолитические свойства другого вида гриба, поражающ е

го огурцы,— Ciadosporium cucumerinum исследовали Штрай- 
дер и Вайнслид [53а]. Гриб выращивался на среде Ричардса 

при pH 4,5, с 2% различных источников углерода. Активность 
пектолитических ферментов определялась по потере вязкости 
растворов пектина и пектата натрия.

В зависимости от источника углерода активность пектоли
тических ферментов гриба различна (табл. 21).

Наиболее обильный рост гриба отмечен на среде с полипек
татом натрия. В экстракте из больных тканей огурца выявле
на низкая активность полиметилгалактуроназы.

Туттобелло и Милл [55] изучили пектолитическую актив
ность штаммов Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Sclerotinia, 
Mucor, выделенных из различных источников, особенно овощей 
и фруктов. Для первичного отбора грибы культивировались на 

среде Чапека с 2% яблочного пектина.

Отбор активных штаммов проводился по потере вязкости и 
степени просветления 5 % -ного раствора пектина под воздей
ствием фильтратов грибов. Подробно изучены условия образо 
вания пектолитических ферментов, их выделение и очистка у 

наиболее активного штамма Asp. niger.
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Т а б л и ц а  21

Влияние источников углерода е среде на активность 
пектолитических ферментов в фильтратах семидневных культур 

C ladosporium  cucum erinum

Источник углерода в среде

Процеї

лимонного
пектина

Т потери BF 
раствора

полипекта- 
та нлтрия

зкости

карбокси-
метилцел-

люлозы

Полипектат н а т р и я ..................... 30 27 90
Д е к с т р о з а ............................................ 15 30 И
Сахароза ............................................ 16 16 44
Лимонный п е к т и н ........................... 95 92 0
Г алактуроновая кислота . . . — — 7
Ц е л л о б и о з а ....................................... 6 14 0
Карбоксиметилцеллюлоза . . . 0 0 30
Фильтровальная бумага . . . 0 0 30
0,1% дрожжевого экстракта . . 0 0 0
Ц е л л ю л о за ........................................... — — 82
П е к т и н ................................................. 72 95 —

Гриб выращивали поверхностным и глубинным методами 
на протяжении, соответственно, пяти и семи дней, при 30° С. 
Опыты проведены на синтетических средах (основа Чапека), а 
также на отварах гороха, сои, кукурузы, мясном бульоне (pH 

около 4,0). Для производственного получения пектинолитиче- 
ских ферментов из Asp. niger авторами рекомендована среда 
следующего состава: 0,05% Na2S 0 4; 0,2% N H 4N 0 3; 2% саха 
розы; 2% пектина в отваре гороховой муки. Ферментация 
пять-шесть дней, при 30° С; pH 3,0— 4,0.

Типичная направленность процессов метаболизма гриба 
при ферментации показана на рис. 23, из которого видно, что 

нарастание пектолитической активности сопровождается ис
пользованием сахарозы, накоплением биомассы мицелия и сни

жением pH среды. Осажденные этанолом препараты обладают 
высокой пектиназной активностью и гомогенны на бумажном 
электрофорезе при pH 7,2 и 8,0. Фермент быстро снижает вяз
кость раствора пектина, но не осуществляет его полного гид

ролиза. Тетрагалактуроновая кислота активно превращалась в 
три- и моногалактуроновые кислоты; тригалактуроновая слабо 
превращалась в ди- и моногалактуроновые, а дигалактуроно- 

вая кислота не разрушалась под воздействием фермента Asp. 
niger.

Исследование пектолитических свойств штаммов Pellicula- 
ria filamentosa, выделенных из больных растений бобов, кар
тофеля, капусты [17], показало, что все штаммы обладали в 

различной степени пектинэстеразной и полигалактуроназной
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активностью. Проведено сравнительное изучение пектиназной 
активности патогенного и непатогенного штаммов.

Грибы культивировались погруженным методом на среде 
Чапека с 1 % пектина в течение трех дней. Установлено опти
мальное значение pH для пектолитических ферментов этих 
штаммов и быстрота разложения пектина и пектата (рис. 24).

Рис. 23. Пектнназа Asp. niger (по Tuttobello, M ill):

I. Влияние состава среды на пектолитическую активность: / —
Чапек — Доке (2% сахарозы  + 2% пектина); 2 — 2%-ный кукурузный 
экстракт; 5 — 2%-ный экстракт из муки сои; 4 — 2%-ный экстракт из 
муки земляного ореха; 5 — мясной бульон (1% мясного экстракта-f 
+ 1% пептона); б — экстракт из муки земляного ореха.
И . Изменение физиологических процессов при образовании пек
тиназы при глубинной ферментации Asp. niger: 1 — пектолитическая 
активность; 2 — концентрация сахарозы ; 3 — вес мицелия; 4 — pH.

Оптимальное pH полигалактуроназы патогенного (№ 29) и 
непатогенного (№ 24) штаммов равно 4,0, для пектинэстера- 
зы — 7,0.

Активность пектолитических ферментов значительно выше 
у патогенного штамма P. filamentosa, особенно в отношении 
гидролиза пектата.

Полигалактуроназа в культуральной жидкости разлагает по- 
липектат натрия до галактуроновой кислоты через 48 час, а 
экстракт зараженного растения не разлагает даже спустя 
96 час после начала реакции.

Полигалактуроназа из культуральной жидкости гриба более 
термостабильна при pH 5—8, в то время как фермент из зара
женных грибом тканей более стабилен при pH 3— 4.

Автор вполне справедливо указывает, что условия культи
вирования гриба влияют на характер образующихся фермен
тов и что данные, получаемые в опытах in vitro, нельзя непо
средственно использовать для суждения о процессах, происхо
дящих в больном растении. Он считает, что, по-видимому, 
повышение активности пектинэстеразы в зараженных грибом
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тканях происходит частично за счет фермента, образуемого в 

растении грибом.
Шпелдинг и соавторы [50, 51] показали, что Cephalosporium 

gramineum —  возбудитель полосатости листьев озимой пшени
цы — образует полигалактуроназу, пектинэстеразу. Отмечена 
некоторая взаимосвязь между наличием и активностью поли
галактуроназы, а также токсиче
ским действием полисахаридов гри

ба и чувствительностью сортов к 

заболеванию.
В опытах авторов гриб выращи

вался поверхностно на среде Ри 
чардса (1 г K N O 3; 2,5 г К Н2Р 0 4;

2,5 г M gS 04 • 7Н 20 ; 0,02 г FeCl3; 5 г 
сахарозы  в 1 л дистиллированной 

воды) в течение трех недель. По- 
лигалактуроназа Cephalosporium 
gramineum наиболее активно об ра 
зовывалась в культуральной жид
кости при pH 5,4; инактивируется 

при 66— 70° С.
Гамильтон и Джонсон [31], изу

чая пектолитическую активность 
микроорганизмов, вызывающих раз 

мягчение огурцов при засоле, из 
56 выделенных культур грибов вы
сокую активность полигалактуро
назы отметили у видов Alternaria,
Asp. niger, Asp. sydowii, Asp. fumi
gatus, Monilia, Fus. nivale и др.

Соммер, Криз и соавторы [49] 

показали, что спорангиоспоры 

Rhizopus stoloniferum, вызывающего поражение и мацерацию 

тканей плодов и фруктов при созревании и хранении, после их 
облучения гамма-лучами обладают способностью обильно син
тезировать пектолитические ферменты. В то же время п рора
стание их и рост были задержаны. Спорангиоспоры после гам
ма-облучения, как и необлученный мицелий и споры Rh. stolo
niferum, активно образовывали только пектинэстеразу.

Была также установлена [52] способность Rh. stoloniferum 
образовывать пектиназу и целлюлазу. При росте гриба на ми
неральной среде с пектином последний быстро гидролизуется, 
а при росте его на среде с пектином и полипептатом образует
ся также целлюлаза. Оптимум pH для ее действия равен 4,8; 
фермент устойчив к подогреванию до 55° С в течение 10 мин. 
При этой температуре полностью разрушается полиметилгалак- 
туроназа гриба.

Рис. 24. Скорость гидроли
за пектиназой пектата (/) 
и пектина (2) патогенного 

штамма (№  29) Pellicularia 
filamentosa и непатогенно
го штамма (А1? 24) пектата 
(3) и пектина (4) (по Вег- 
ker, Walker).
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В опытах Ноур и др. [41], изучавших пектолитические фер
менты расы Rhizoctonia solani из томатов, гриб выращивался 
на среде Чапек— Докса с пектином как источником углерода.

Максимальная активность образования пектиназ отмечена 
на седьмой день роста гриба. Изучены условия максимальной 
активности концентрированных пектиназ (pH 6,0; температура 

35° С ).
Активность пектиназы у R h. solani исследовал Бэйтимен [15,

16] при выращивании гриба на разных средах и экстракте из 
пораженной ткани (гипокотиле) фасоли.

Гриб выращивали на синтетической (0,5 г M g S 0 4, 1,0 г 
КН2Р О 4, 0,9 г С аС Ь , 0,01 г FeCU, 1,17 г аспарагината натрия, 
50 г тиамина, 20 г декстрозы или пектина на 1 л) и картофель- 
но-декстрозной среде, а также экстракте из пораженных гри
бом свежих проростков фасоли. Продолжительность выращи
вания —  пять дней при 30° С. После этого жидкость отделяли 
центрифугированием от мицелия, фильтраты диализовали че
рез целлофановый фильтр против дистиллированной или де
минерализованной воды. Активность полигалактуроназы опре

деляли по снижению вязкости 1,2 % полипектата натрия или 
пектина, а также образованием редуцирующих веществ.

Установлено, что водные экстракты из пораженной ткани 
содержат полигалактуроназу и смесь пектинметилэстераз, ко
торые отличаются от пектиназ, образуемых при выращивании 

гриба на экстрактах пораженных тканей (рис. 25). О бразов а
ние редуцирующих веществ было почти в 40 раз больше у пре

паратов из фильтратов гриба, чем из экстрактов пораженного 

растения.
Полигалактуроназа из больных тканей превращала пектин 

только до трех более низкомолекулярных полимеров, а из 
фильтратов —  до галактуроновой кислоты. Полигалактуроназы 
из этих двух источников отличались также по отношению к pH, 
температуре инактивации и ряду других факторов. В то же 
время по степени снижения вязкости раствора отличий не от
мечено. Оба фермента снижали до 80% вязкость раствора по

липектата натрия после 30 мин реакции.
Гейдли и Байрамбелан [30] отметили высокую пектинолити- 

ческую активность рас Rh. solani, патогенных для картофеля, 
риса, и рас, являющихся симбионтами орхидных.

Применение пектиназ. Пектинолитические ферменты могут 

быть применены в тех случаях, когда требуется разрушение 

растительных тканей, освобождение клеток или изменение 
структуры их клеточных оболочек.

Они снижают вязкость и облегчают фильтрование и кон
центрацию фруктовых и плодоягодных соков. Наиболее широ
ко в настоящее время пектиназы используются в промышлен
ности, изготовляющей натуральные соки и фруктовые напитки.
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Пектолитические ферменты в этой области применяются в двух 
направлениях: обработка фруктовой или плодоягодной мязги 
с целью разрушения тканей и улучшения выхода сока и обра
ботка фруктовых соков для удаления пектиновых веществ в 
них и их просветления.

В связи с различным составом и свойствами пектиновых 
веществ разных растений, а также ферментативными свойства
ми препаратов пектиназ различного происхождения успех ис-

Рис. 25.

I. Пектиназа Rhizoctonia solani (по 
Bateman). Уменьшение вязкости по* 
липектата натрия полигалактуроназой 
из культуральной жидкости Rhizoctonia 
solani (/) и из пораженной ткани рас
тения (2).
II . Хроматограммы продуктов гид
ролиза полипектата при действии по- 
лигалактуроназы из культуральной 
жидкости (о) и экстрактов поражен
ной ткани (б) после 48 час инкубации, 
/— галактуроновая кислота (стандарт); 
?— галактуроновая кислота + цитратный 
буффер (стандарт); 3—5 — реакционная 
смесь; б— реакционная смесь + галакту
ронова я кислота (стандарт).

пользования их в значительной мере обусловлен правильным 
подбором препаратов для определенных целей гидролиза пек
тина.

В некоторых видах производства соков требуется быстрое 
подавление действия пектиназ. Так, при изготовлении лимон
ного сока незамедлительно после отжатия необходима пасте
ризация его для разрушения пектиназ тканей лимона. Некото
рые препараты пектиназ, например из Asp. faetidus, обладая 
высокой активностью гидролиза пектина и пектиновых кислот, 
являются неактивными по отношению к определенным природ
ным пектинам, а препараты пектиназы из Asp. niger и ряда ви
дов дрожжей активны в отношении природного пектина.

При использовании определенного пектолитического фер
мента следует также учитывать наличие и характер пектиназ 
в обрабатываемых растительных тканях, необходимо создать
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условия для применяемого фермента пектиназы, чтобы ее дей
ствие дополняло активность пектолитических ферментов об ра 
батываемого растительного сырья [7, 12]. Качество сырья ока
зывает также влияние на активность пектиназ при обработке 
мязги и соков. Так, в соке незрелой черной смородины содер

жатся вещества, оказывающие ингибирующее действие на ак
тивность пектинэстеразы.

Нельзя не согласиться с мнением Рейд о том, что слож
ность процессов ферментативного гидролиза полисахаридов, в 

частности пектиновых веществ различного происхождения, вы
двигает необходимость изучения максимальной активности при
меняемых пектолитических ферментов в конкретных условиях 
их предполагаемого промышленного применения.

Д о недавнего времени пектиназы применялись в виде сухой 

культуры гриба на отрубях, однако в последние годы прово
дится расширенное изучение способов применения взамен их 
очищенных препаратов пектиназы. Последние представляют 
собой порошок, осажденный растворителями из водного эк
стракта культуры гриба на отрубях. Обычно такие препараты 
представляют смесь нескольких ферментов — амилаз, протеаз, 

а также комплекса пектолитических ферментов. Вполне оче
видно, что пользование ими нередко не сопровождается ож и 
даемым эффектом и затрудняет контроль их качества. Очищен

ные ферментные препараты пектиназ, получаемые при выращи

вании определенных видов грибов в строго контролируемых 
условиях среды, еще не нашли широкого производственного 
применения.

Активные пектиназы при получении соков из яблок, груш, 
цитрусовых, как сообщает Чарли [12], обычно применяются 
при последующем осветлении их после отжатия из мязги. При 
получении же соков из мягких фруктов —  клубники, малины и 
др. отжим мязги и фильтрация соков значительно улучшаются 
после полного гидролиза пектина в мязге, достигаемого добав
лением активных пектиназ. Автор указывает, что применяемые 
в производственных условиях в Англии пектолитические пре
параты вызывают полное расщепление пектина в мязге при 
55° С за 1— 2 час.

Эффективность применения пектолитических ферментов при 
производстве фруктовых соков зависит от ряда факторов. Сте

пень гидролиза пектина определяется в значительной степени 
характером термической обработки сырья и готовых изделий. 
Так, для полного расщепления пектина применяется кратковре
менное подогревание мязги до 80° С с последующим охлажде
нием ее перед добавлением ферментов до 45— 55° С. Н о при 

такой обработке разрушается присутствующая в сырье пек- 
тинэстераза, обусловливающая эффективность препаратов пек
тиназ с высокой полигалактуроназной активностью.
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Кроме создания определенного температурного режима, в 
технологии изготовления фруктовых соков при применении пек
толитических ферментов имеют значение свойства используе
мых препаратов пектиназ, характеристика и наличие пектоли
тических ферментов в различных видах перерабатываемых 
плодов и ягод. Присутствие пектинэстеразы в мязге черной 
смородины, например, характеризующейся высоким содерж а
нием пектиновых веществ, весьма необходимо для полного 
гидролиза пектина препаратами полигалактуроназы. Н аоб о 
рот, сохранение пектина в лимонном соке, предназначенном 

для изготовления фруктовых напитков, является необходимым, 
и в этом случае производят инактивироваиие пектолитических 
ферментов плодов в мязге.

Как уже отмечалось, пектиновые вещества и пектиназы р а з 
ных растений отличаются некоторыми свойствами; отличаются 
они также в фруктах, плодах, ягодах в зависимости от степе
ни зрелости последних. Как указывает Чарли, для наиболее 
эффективного применения пектиназ при переработке различных 
фруктов, ягод необходимо вести одновременный контроль ак

тивности применяемых ферментов и пектиназ, содержащихся 
в используемом сырье. В зависимости от получаемого продук
та при переработке фруктовой и плодовой мязги, контролируе
мая в производственных условиях конечная степень гидролиза 
пектиновых веществ различна. В ряде случаев изготовляемый 
продукт должен иметь некоторую степень мутности или вяз
кости, т. е. содержать определенное количество негидролизо

ванного пектина.

Предполагают, что пектолитические ферменты, как содер
жащиеся в дрож ж ах, так и вносимые при производстве вино
градного сусла, имеют значение в производстве и созрева

нии вин.
Отмечено эффективное применение очищенных препаратов 

пектиназы из Asp. niger для обработки плодово-ягодной мязги 
при получении соков [4]. Пектолитический препарат получен 

Кувиковой из культуры Asp. niger на отрубях с добавлением 
к ним 1,5— 2% очищенного пектина подсолнечника или из от
ходов промышленности, богатых пектином,— свекловичного 

жома, виноградных выжимок, солодовой шелухи и др. Выход 

осажденного фермента был до 4— 6% веса культуры гриба. В 
реакционной смеси при 0,005 г препарта на 0,5 г пектина через
4 час отмечен гидролиз до 70% внесенного пектина, через 

18 час —  гидролиз пектина до 85— 90%- Испытание препарата 
в производственных условиях при получении соков черной смо
родины, алычи, сливы, добавленного в количестве 0,003 %, по

казало, что выход соков повышается на 15— 20%, виноградно
го сусла —  на 3— 4% . Полное осветление соков и виноградного 

сусла наступало через 3— 6 час.
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По данным Высоцкой [1], в производственных условиях эф 
фективны препараты пектолитических ферментов, полученные 
из пленки Asp. niger —  продуцента лимонной кислоты. Из вод
ной вытяжки мицелиальной пленки Asp. niger на среде для 

лимоннокислого брожения пектиназа осаждается 55% (объем
ными) изопропилового спирта; выход неочищенного препара
т а — до 2,5% сухого веса пленки. При добавлении 0,006% — 

0,01% такого препарата, по данным опыта авторов, за 4 час 
происходило полное осветление свежеприготовленного яблоч

ного сока.
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Л Р О Т Е И Н А З Ы

Протеиназы гидролизуют белки и полипептиды. Роль бел

ков в жизни всех живых организмов —  человека, животных, 
растений, микроорганизмов —  исключительно велика. Они яв

ляются наиболее многочисленной и распространенной группой 
природных соединений и составляют материальную основу 
жизненных процессов. К белкам принадлежат ферменты, опор

ные и защитные белки (коллаген, кератин) в животном орга
низме, белки мышц (миозин и др.). От углеводов и других 
соединений белковые вещества отличаются не только тем, что 
они обязательно содержат азот, часто серу, реже ф осфор, но и, 
особенно, тем, что представляют собой наиболее сложные орга

нические соединения. Это —  высокомолекулярные коллоидные 
вещества; молекулярный вес отдельных из них доходит до не
скольких миллионов.

При химическом или ферментативном гидролизе белков об 
разуются аминокислоты, состав которых у различных белков 
неодинаков. Отдельные аминокислоты в молекуле белка свя
заны так называемыми пептидными связями, т. е. такими, в 
которых аминная группа одной аминокислоты соединена с ги

дроксильной группой другой. В зависимости от числа пептидных 
связей аминокислот различают дипептиды, трипептиды, тетра- 
нептнды, пентапептиды и полипептиды —  соединения с боль
шим числом аминокислот в молекуле. Так, только при различной 

комбинации из 20 аминокислот в пептидной цепи может быть 
2.1018 различных соединений.

Наряду с различными типами полипептидных связей в мо
лекуле белка имеются дисульфидные, сложноэфирные, водо
родные. Наличие в его молекуле различных свободных групп и 
радикалов, карбоксильных, гидроксильных, сульфгидрильных,
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сульфидных, амидальзольных и других, их различное простран
ственное положение обусловливает многообразие реакционных 
возможностей молекулы белка или отдельных ее фрагментов. 
По форме молекул различают белки фибриллярные — нитевид
ные и глобулярные —  шаровидного строения.

При выделении из природных субстратов белковые веще
ства легко денатурируются. Во избежание этого необходимо 

выделение и соответствующую обработку природного материа
ла проводить на холоду {— 3— 5° С ), при определенных пока

зателях pH и изоэлектрической точки раствора.
Белки разделяют на п р о т е и н ы ,  или простые белки, с о 

стоящие из остатков аминокислот (к ним относятся запасные 
и скелетные белки), и п р о т е и д ы ,  или сложные белки, моле
кулы которых состоят из белка в соединении с веществами не
белковой природы — жирами, углеводами, металлами, органи

ческими кислотами. Кроме этого, различают также отдельные 
группы белковых веществ, отличающиеся растворимостью, хи
мическим строением и физико-химическими свойствами. Это, 
например, альбумины, глобулины, проламины, фосфоропротеи- 

ны и другие, относящиеся к протеинам: липопротеиды, глюко
протеиды, нуклеопротеиды и другие, относящиеся к протеидам 

(Кочетков и др., 1964).
Первоначальное выделение белковых веществ из природных 

субстратов наиболее часто принято производить путем экстрак
ции на холоду водой, солевыми, водно-спиртовыми или слабо
щелочными растворами с последующим осаждением или вы
саливанием их таннином, трихлоруксусной кислотой, этанолом, 
сульфатом аммония (наиболее часто для ферментов), а также 
фракционированной хроматографией, электрофорезом и други
ми методами. Пользуясь рядом специфических реакций, опре
деляют характерные группы, входящие в состав белков. Так, 
ксантопротеиновой реакцией определяют белки, содержащие 
бензольные кольца; реакцией Миллонова — фенольные группы

— С— N—

белка; биуретовой — группировку || | ; Адамкевича — ин-
О  Н

дольные группировки.

Для качественного и количественного определения пептидов 
при гидролизе белков пользуются специфической биуретовой 
реакцией (с солями меди в щелочной среде), сопровождаемой 
различным окрашиванием компонентов. Дипептиды дают синее 

окрашивание с максимумом поглощения в У Ф  области 610 ммк; 
трипептиды — фиолетовое с максимумом поглощения 580 ммк; 
тетра- и полипептиды — розовое с максимумом поглощения 

500 ммк. Исследования по характеристике строения пептидов 
при первоначальном их изучении включают определение каче

ственного и количественного состава аминокислот при полном
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Рис. 26. Характер действия протеиназ на фрагмент 
молекулы белка (по Андеркофлеру).

тельное дезаминирование аминокислот, анаэробный распад, 
анаэробное декарбоксилирование аминокислот, распад мочеви
ны и др. При этом наряду с процессами распада белков про
исходит также и синтез новых аминокислот и иных соединений. 
Образуемый аммиак путем прямого амииирования кетокислот, 
дезаминирования аминокислот и образования их амидов вклю
чается в новые аминокислоты и другие соединения. Образуемые 
при гидролизе белков аминокислоты под воздействием соответ
ствующих ферментов могут подвергаться декарбоксилирова- 
нию, метилированию, превращаться в амины и принимать уча
стие в синтезе многих сложных органических веществ.

Протеиназы гидролизуют расщепление пептидной связи 
белков и полипептидов.

Различают две основные группы протеолитических фермен
тов: э н д о п р о т е и н а з ы ,  или п р о т е и н а з ы ,  осуществ
ляющие гидролитическое расщепление белков, главным обра
зом по внутренним пептидным связям с образованием пептидов 
с более низким молекулярным весом, и э к з о п р о т е и н  а зы,  
или п е п т и д а з ы ,  расщепляющие концевые фрагменты моле
кулы с карбоксильного или аминного конца, с образованием 
аминокислот (рис. 26).

К протеиназам относятся хорошо изученные, выделенные в 
кристаллическом виде ферменты желудочного сока — пепсин 
(pH 1,2— 1,5), трипсин (pH 8—9), а также сычужный фермент, 
или химозин (раннин), вызывающий свертывание молока, и
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их гидролизе, размера пептиднои цепи, определяемой отноше-
л , NH2 > п

нием аминного азота к общему (— ^ —■). Для дипептидов оно

равно 50%, для трипептидов — 33%, для тетрапептидов — 25%.
Ферментативное расщепление и синтез белков и аминокис

лот являются весьма сложными, разнообразными процессами, 
имеющими исключительно важное значение в обмене веществ. 
Расщепление белков до конечных продуктов — аминокислот и 
аммиака,— осуществляемое комплексом ферментов, включает 
такие процессы, как их гидролиз, окислительное и восстанови-



многие ферменты растительного происхождения (папаиназы) 
(pH 4,0— 5,5).

Пептидазы обладают выраженной специфичностью действия 
на определенные химические группировки в пептидных связях. 

Так, аминопептидазы расщепляют пептидную связь при наличии 
вблизи с ней аминной группы, а карбоксипептидазы — карбо
ксильной; дипептидаза —  расщепляет дипептиды; пролиназа 
расщепляет пептидную связь при наличии карбоксильной груп
пы пролина; пролидазы — гидролизуют пептидные связи, где 

азот пролина связан кислотноамидной связью и т. д.
Способность усваивать белки в качестве источников азота 

и углерода свойственна представителям различных таксономи
ческих групп гифальных микромицетов. Наличие протеолити- 
ческих ферментов отмечено у Mucorales —  родов Mucor, Rhizo
pus, Mortierella и многих других грибов, активно разж иж аю 
щих желатину.

Работа Ваксмана и Стэркей [52] представляет одну из пер
вых по изучению и усвоению белков различными почвенными 
микроорганизмами. Авторы изучали сравнительное разложение 
белков растительного и животного происхождения —  зеина, 

глиадина, эдестина, казеина, альбумина —  некоторыми видами 
почвенных бактерий, актиномицетов и грибов. И з последних 
изучались Rhizopus sp., Trichoderma koningi. Отмечено, что 

Rhizopus sp. рос в минеральной среде с эдестином, фибрином,, 
желатиной, яичным альбумином как источниками углерода и 
азота; Tr. koningi —  на среде с эдестином, зеином, гладианом, 

казеином. При этом, белки использовались более быстро, если 
в среде не было других источников углерода (глюкозы); их 
гидролиз на ранней стадии приводил к накоплению в среде 

значительного количества аминного азота, или аммиака.
В последнее время способность многих видов гифальных ми- 

кроцетов разжижать желатину или гидролизовать другие белки 
отмечается многими авторами. В обзорных работах по фермен

там указываются виды Mucorales —  Rhizopus sp., Mucor sp., 
Cunninhamella sp., Mortierella renispora и др., виды родов 
Penicillium, Aspergillus (Asp. oryzae, Asp. parasiticus, Asp. ter
ricola), образующие протеолитические ферменты [36].

Однако наиболее полно изучены и практически использу

ются только упомянутые виды аспергиллов.
Протеолитические свойства других представителей широко 

распространенных родов и видов микромицетов —  фузариев, 
пенициллов, аспергиллов — изучены мало.

Грибные протеазы различают по их отношению к pH: ней
тральные (pH 6— 7,5), щелочные (pH  8— 11,0), кислые (pH 2,5— 

3,0). Так, например, многие виды фузариев при росте на вод
ной желатине с нейтральной (pH 7,0) и кислой (pH 3,5) реак
цией быстрее разжижали ее в последнем случае (табл. 22).
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Как видно из табл. 22, поч
ти у всех изученных видов фу- 
зариев (кроме F. lateritium и 
частично F. gibbosum v. acumi
natum) значительно быстрее на
ступало полное разжижение 
кислой желатины — на 10—20-й 
день роста; полное разжижение 
шелочной желатины наступало 
только на 75-й день роста.

Изученные виды Fussarium 
также активно росли на среде с 
пептоном с образованием амми
ака, на среде с альбумином, на 
молоке и молочном агаре.

Кислого типа аспергиллопеп- 
тидаза из Asp. saitoi активирует 
трипсиноген, разрушает 16 из 
29 связей в В-цепи инсулина, 
pH 2,5— 3,0; на синтетических 
пептидных субстратах оптимум 
pH 4,5.

Очищенный препарат про
теиназы, активной при pH 3,0, 
полученный из Pen. janthinel- 
lutn, также активировал трипси
ноген, но осуществлял гидролиз 
A -цепи инсулина.

Нейтрального типа протеина
зы из Asp. ochraceus, Asp. ory
zae обладают способностью к 
гидролизу большого числа бел
ков (pH 6,0—7,6).

Щелочного типа протеиназы 
из Asp. oryzae (pH 8,0) имеют 
широкий спектр действия; про
теиназы из Asp. soya, Pen. суа- 
neofulvum с оптимумом дейст
вия при pH 9,5— 11,0 отличают
ся определенной специфично
стью действия.

Из Asp. flavus, Asp. niger 
получены очищенные препараты, 
гидролизующие кератин эпидер
миса, волос, ногтей и других 
кератиносодержащих субстра
тов [36].



Активность образования протеиназ зависит от состава сре
ды. Обычно при культивировании грибов на средах, содерж а
щих белки, синтез протеолитических ферментов значительно 

активнее, чем на средах, не содержащих их.
При гидролизе белков разные виды микроскопических гри

бов образуют комплекс протеолитических ферментов, но в ряде 
случаев разные штаммы одного вида могут неодинаково усваи

вать различные белки.
Иошида и Нагасава [53] изучили протеолитические фермен

ты видов группы Aspergillus niger —  A. saitoi, A. usatnii, A. awa- 
mori. Авторы показали, что ферменты этих видов аспергиллов 
относятся к протеиназам кислого типа (pH 2,5— 3,5) и отли
чаются рядом свойств от протеиназ видов Asp. oryzae, Asp. 
flavus и др. Протеиназы изученных авторами видов черных 
аспергиллов имеют оптимальное pH 2,5— 3,0 при гидролизе 
молочного казеина, устойчивы при pH 2 к температуре 35° С 
(в течение часа). В связи с устойчивостью протеаз черных 
аспергиллов к кислотам они могут найти применение в тех 

случаях, где щелочные протеиназы являются неактивными.
Авторами получена очищенная протеиназа из Asp. saitoi 

и изучены ее свойства. Очистка производилась путем фракцио
нированного осаждения этанолом, сульфатом аммония и аце

тоном (после предварительной адсорбции крахмалом из вод

ного раствора неочищенного фермента).
Выход очищенного фермента составлял 3% к исходному 

неочищенному препарату с активностью в 6 700 ед. специфиче
ской активности (едімг белка). Для первоначальной очистки 

применялись ионообменные смолы, буферированные при pH 3,5: 
амилаза элюирована 0,02 М  ацетатным буфером во фракции 
2— 3 и протеаза —  0,5 М  ацетатным буфером при pH 5,25 с 

60— 70% выхода. Этим методом разделяется протеиназа и ами
лаза также и у Asp. niger.

В кристаллическом виде протеиназа из элюата получена 
фракционированным осаждением сульфатом аммония и аце

тоном. П о данным авторов, молекулярный вес кристаллической 
протеиназы Asp. saitoi равен 93 000— 98 000, ее активность со 
ставляет Vг активности кристаллического пепсина по гидролизу 

молочного казеина, действие — в пределах pH 1— 6, оптимум — 
при pH  2— 3. При действии на яичный альбумин и молочный 

казеин установлено, что в отличие от пепсина протеиназа Asp. 
saitoi расщепляет эти белки на более мелкие фрагменты 

(рис. 27). При хроматографическом изучении продуктов гидро
лиза молочного казеина отмечено, что под действием пепсина 
образуются лейцин, валин, глютаминовая кислота; под дей

ствием протеиназы Asp. saitoi — большое количество лейцина, 
фениллаланин, лизин, глютаминовая кислота, глютамин, серии, 
аргинин. П о основным функциональным группам протеиназа
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Asp. saitoi не отличается от пепсина. Значительные отличия 
отмечены в субстратной специфичности. Гидролиз белков про- 
теиназой гриба происходит без активаторов. Протеиназа Asp. 
saitoi, по данным авторов, гидролизует а-бензил-1-орнитин амид 
(специфический субстрат для трипсина, папаина, бромелина, 
протеиназы Clostridium histilyticum, стрептококкового катеп-

Рис. 27. Гидролиз молочного казеина (а) и яичного альбумина (б)

протеиназой Aspergillus saitoi и пепсином (по loshida, Nagasava):
І — протеиназа Asp. saitoi-, 2 — пепсин.
* Азот, растворимый в трихлоруксусной кислоте.

** N-соединения, определяемые по методу Поп-Стивенса.

сина), который не гидролизуется пепсином. Протеиназа гриба 
гидролизует также карбо-бензокси-/-глютамил-/-тирозин, кото
рый расщепляется пепсином, но не перечисленными выше фер
ментами. Авторы отмечают, что протеиназа этого вида аспер- 
гиллов может найти широкое применение не только как 
заменитель пепсина, но также для получения белковых гидро
лизатов, удаления белков из субстратов, имеющих низкое 
pH и др.

Горец и Стефанини [40] получили из Asp. oryzae В 1273 про- 
теолитический фермент — аспергиллин О, активно разлагаю
щий фибрин.

Гриб выращивали на среде следующего состава: сахаро
зы — 7,2 г, декстрозы — 3,6 г, К2Н РО 4— 13,69 г, K N 03 — 2 г, 
M gS04— 1,23 г на 1 л с добавлением микроэлементов (Zn, Fe, 
Мп) и витаминов (солянокислого тиамина или пиридоксина).

Изучено влияние различных источников азота, углерода и 
других факторов на активность образования фермента.

У видов Penicilliuni, Aspergillus выделены различным!! 
авторами ферменты, которые при кислой среде (pH 2,5—4,0) 
активируют трипсиноген до трипсина.

Наканиши [48] путем очистки ионообменной смолой фер
мента Asp. niger получил гомогенный при бумажном электро
форезе препарат кислой протеазы, которую автор считает
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идентичной трипсиногенкиназе. Изучена активация трипсино- 
гена этим ферментом, а также трипсином и энтерокиназой.

Методом бумажной хроматографии определялись образуе
мые при активации трипсиногена нингидрин-положительные 
продукты в реакционной смеси трипсиногена и кристаллической 
трипсиногенкиназы Asp. niger.

Реакционная смесь: 70 мг трипсиногена в 20 мл буфера 
Вальпоне, pH 3,5 + 50 мг киназы; реакция при 0° С. Через 0,5—

Рис. 28. Трипсиногенкиназа Aspergillus niger (по Nakanishi):

а — кривые гидролиза двух трипсинов, активируемых трипсином (/) и трипси-. 
ногенкиназой (2); б — бумажная хроматограмма нингидринположительных соедине
ний при гидролизе трипсиногена трипсиногенкиназой Asp. niger.

2,5 и 5 час отбирались пробы, к которым для адсорбции ами
нокислот добавлялась смола (Amberiite R— 120, Н-форма); pH 
снижалось до 1,4. Смесь выдерживали при комнатной темпера
туре в течение часа, затем смолу смешивали с равным объемом 
воды и дважды экстрагировали 15 мл 5-н. NH4OH. Экстракт 
упаривали под вакуумом и хроматографировали в системе бу
тиловый спирт: уксусная кислота: вода ( 4 : 2 : 1 ) .

Через 0,5 час реакции отмечено 19% активации трипсиноге
на и пятно, соответствующее валину; через 2,5 час — 63% акти
вации и пятно, соответствующее аспарагиновой кислоте; через 
5 час — 91% активации и пятно, соответствующее лизину (рис. 
28). Первоначально образуемое в процессе активации трипсина 
трипсиногенкиназой Asp. niger соединение валин (аспарагин)4— 
лизин в дальнейшем частично гидролизуется в валин (аспара
гин) 4 и лизин.

Сравнительное изучение ферментативной активности трип
сина, активируемого трипсиногенкиназой Asp. niger и трипсином 
по интенсивности гидролиза казеина, показало, что эти препа
раты одинаково активны (рис. 28). Трипсин, активированный 
трипсиногенкиназой Asp. niger, также активно гидролизовал 
бензоил-аргинин-амид — специфический субстрат для трипсина 
(табл. 23).

Гофман и Шоу [39а, 396, 49а] установили наличие двух 
пептидаз у Penicillium janthinellum — пептидазы А, обладаю-
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Т а б л и ц а  23

Гидролиз бензоил-аргинин-амида трипсинами, 
активированными трипсином и трипсиногенкиназой 
Asp. niger

Гидролизирующие ферменты
Процент гид

ролиза

Трипсин, активированный трипсином . 84
Трипсин, активированный трипсиноген

киназой Asp. niger . . . . . . . . 86

щей способностью активировать трипсиноген при pH 3— 4 и 
пептидазы В.

Авторами изучены методы изоляции, молекулярный вес, 
субстратная специфичность, кинетика катализа и другие моле
кулярные и ферментативные их свойства.

Синг и Мартин [50] из культуральной жидкости Penicillium 
cyaneo-fulvum получили протеиназу осаждением сульфатом 
аммония после предварительной обработки ее 1%-ным раство
ром CuS04; затем фракционировали этанолом и осаждали 
сульфатом аммония.

Гриб выращивали погруженным методом в течение 7— 8 дней 
на среде, содержащей 10 г пептона (Difco); 10 г глюкозы; 2,5 г 
NaCl; 0,2 г КС1; 0,1 г СаС12 на 1 л; pH 7,0. К концу указанного 
срока pH культуральной жидкости достигало 8,2—8,5 и отме
чался максимум протеазной активности. Ультрацентрифугиро
ванием и электрофорезом при pH 4,5— 7,5 обнаружено, что по
лученный препарат протеазы является однородным, имеющим 
молекулярный вес до 45 000. Но при электрофорезе в более 
щелочной среде выявлено два компонента; изоэлектрическая 
точка pH 3—4,0. Оптимум pH для казеолизиса равен 9,5— 
11,0. Активность фермента ингибируется цинком, ртутью; сни
мается угнетение активности этилендиамино-тетрацетоновой 
кислотой.

Авторы относят протеазу Pen. cyaneo-fulvum к трипсинохи- 
мотрипсиновому типу эндопептидаз. Проведены исследования 
по установлению специфической цепи гидролиза молекулы бел
ка протеиназой Pen. cyaneo-fulvum с использованием синтети
ческих пептидов и аминокислот. Протеиназа Pen. cyaneo-fulvum 
гидролизует казеин, гемоглобин, желатину, сывороточный аль
бумин, инсулин, коагулирует молоко.

Акацука и Сато [34] получили однородные высокоактивные 
пептидазы Aspergillus oryzae — дипептидазы и аминопептидазы.
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Реакционная смесь: 1 мл бензоил-аргинин-амида 3X10—2 М, 
pH 8,0, буфер 1 мл, трипсин 200 ммг}мл I мл



Бергквист [35] изучал методы выделения и свойства протеа
зы Asp. oryzae. Автором разработаны методы выделения при 
помощи таннина концентрированных протеолитических фермен
тов из культуральной жидкости гриба и последующего их раз
деления хроматографией на колонках диэтиламиноэтилцеллю- 
лозы. Установлено наличие трех компонентов в протеазе Asp. 
oryzae.

Специфичность протеолитических ферментов в отношении 
гидролиза различных белков изучена мало. Между тем, иссле
дования подобного рода имеют значение как для характеристи

ки ферментов, так и для их эффективного практического при
менения. Козловский [17] установил, что протеазы Asp. oryzae 
являются высокоактивными по отношению к гидролизу глюте- 
нина (щелочерастворимая фракция) и слабо активными по 
отношению к гордеину (спирторастворимая фракция белка). 
Протеаза Asp. oryzae была наиболее активна по отношению 
к белкам зерна пшеницы, ржи, затем ячменя, слабее кукурузы 
и риса. В последнем случае гидролиз растворимых белков 
кукурузы и риса под воздействием протеазы Asp. oryzae про
исходил значительно активнее, чем гидролиз нерастворимых 
белков зерна злаков. Автором изучено влияние температуры, 
pH на активность гидролиза белков различных злаков протеа
зами гриба Asp. oryzae. Фермент, по данным автора, значитель
но активнее протеаз ячменного солода, в особенности по актив
ности пептидаз (рис. 29). Его применение в заторах положи
тельно влияет на азотистый состав пивного сусла и пива, 
повышая его коллоидную стойкость. Денатурированные тер
мической обработкой белки зерна в заторе активнее гидроли
зуются протеазой Asp. oryzae.

Протеолитическую активность разных видов грибов и 
отдельных штаммов группы Asp. flavus-oryzae исследовали 
Калашников и Трайнина [13], культивируя их на среде из 
пшеничных отрубей при 30° С в течение 48 час.
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Рис. 29. Сравнительная протеолитическая активность ферментов Asp. ory
zae (1) и ячменного солода (2) при действии на:

а — щелочерастворимый белок ячменя (глютенин); б — спирторастворимый белок ячменя 
(гордеин) (по Козловскому).



Как видно из приведенных ниже данных, наиболее актив
ными были испытанные штаммы Asp. flavus, Asp. tamarii, 
которые к тому же обладали низкой амилолитической актив
ностью. В качестве субстрата для определения протеолитиче- 
ской активности в опытах авторов использован казеин. Единица 
активности ( П С ) — число миллиграмм казеина, расщепленного 
до продуктов, не осаждаемых сульфатом аммония в азотнокис
лой среде (в пересчете на 100 г сухой культуры на отрубях).

Протеиназная и пептидазная активность у разных штаммов 
не совпадает (табл. 24, 25).

Т а б л и ц а  24

Протеолитическая (П С ) и амилолитическая (О С ) активность обследованных 
видов плесневых грибов

(культивирование 48 час при 30° С; влажность питательной среды 60%)

Вид грибов

Число 
обследован
ных штам

мов

ПС ОС

миним. макс. миним. макс.

Aspergillus oryzae . . . . 18 84 500 63 310
« f la v u s ................. 2« 400 1240 9 47
« n i g e r .................. 6 18 25 2 110
« tamarii . . . . 1 __ 400 __ __

« terricola . . . . 1 — 270 __ 25
« alleaceus . . . 1 — 200 — —

« awamori . . . . 1 __ 180 __ __

Rhizopus d e le m a r ................. 1 — 84 — 36
« oryzae ................. 1 — 50 — 25
« tonkinsis . . . . 1 __ 10 __ 50

Mucor R o u x i i .......................... 1 — 1 — 20
« Danilowitsch . . 1 — 12 — 30

Дгар и Бос {37] изучали активные центры протеаз Asp. para
siticus. Протеолитическая активность определялась по коли

честву освобожденного тирозина в 5 мл реакционной смеси, 
состоящей из 20 мл 2,5%-ного раствора яичного альбумина 
pH 7,5; 0,03 мл раствора фермента (2 мг/ 100 мл), при 40° С, 

в течение 25 мин. Изучено влияние ряда окислителей, восста
новителей, веществ, инактивирующих S H -группы, ионов ме

таллов, безводной муравьиной кислоты, формальдегида, ала
нина на протеолитическую активность фермента, а также 
влияние йодирования, ацетилирования, гуанидирования на 

фермент и его протеолитическую активность (табл. 26).
Н а основании полученных данных авторы считают, что 

протеолитическая активность кристаллической протеазы Asp. 
parasiticus зависит от амидных и алифатических гидроксиль

ных групп в молекуле фермента. Обработка последнего ф ор 

мальдегидом и аланином, безводной муравьиной кислотой, а
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Т а б л и ц а  25

Гіротеолитическая и амилолитическая активность отобранных штаммов 
плесневых грибов
(культивирование 48 час при 30° С)

Протеиназная Пептидазная Амилазная
N» штамма активность активность активность ОС: ПС

<ПС) (ПС) (ОС)

Aspergillus flavus

152 840 73 9 1 93
102 880 50 19 1 46
153 880 48 26 1 34

231 1000 49 20 1 50

290 1100 127 20 1 55

716 1240 125 47 1 26

Aspergillus oryzae

746 500 55 310 1 : 1.6

Т а б л и ц а  26

Влияние восстановителей, окислителей, ингибиторов 5Н-групп и ионов 
металлов на протеазу Asp. parasiticus

Вещество
Протеоли-
тическая

активность
Вещество

Протеоли-
тическая

активность

Фермент —  контроль . . 2,03 Малеиновая кислота . . 2,03

Гидрохлорид —  цистеин . 2,01 Сонин ....................................... 2,03

Г л ю т а т и о н ............................ 2,01 Натрий биосульфат . . . 2,03

Аскорбиновая кислота . . 2,03 Натрий триосульфат . . 2,01

Цианид натрия . . . . 2,01 п-Хлоро-ртутно-бензойная

Тиогликоколевая кислота . 2,01 кислота ................................ 2,01

Сульфид натрия . . . . 2,03 Азотнокислое серебро . . 0,48

Перекись водорода . 2,01 Медь сернокислая . . . 0,34

Марганцевокислый калий . 2,03 Ртуть хлористая . . . . 0,30

йодуксусная кислота . . 2,03 Свинец хлористый . . . 0,48

Железо хлористое . . . 0,14

также солями серебра, ртути, меди, свинца и железа значитель
но снижали протеолитическую активность Asp. parasiticus.

Вербина [7] обнаружила определенную взаимосвязь между 
активностью накопления биомассы и протеолитической актив
ностью различных вариантов Asp. nidularis, полученных под 
воздействием ультрафиолетовых лучей при поверхностном и 

глубинном культивировании. Отмечено, что у сильно изменен
ных вариантов, обладающих при поверхностном культивирова
нии слабой степенью накопления биомассы, при выращивании 
глубинным методом степень накопления биомассы не отли-
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чается от исходных культур. Протеолитическая же активность 
вариантов, характеризующихся слабой степенью накопления 
биомассы при поверхностном культивировании, весьма низкая 

и при глубинном росте.
Было установлено [29], что белки зерна пшеннцы и гороха 

более активно расщепляются ферментами Fusarium avenaceum, 
чем альбумин и белки плазмы крови. Ферментативная актив

ность определялась по изменению общего азота и азота- амино
кислот в реакционной смеси под воздействием водного экстракта 
из культуры Fus. avenaceum на стерильном зерне пшеницы. По 
полученным данным, протеолитические ферменты экстрактов 

культуры гриба на зерне активно расщепляют белки гороха до 
полипептидов и аминокислот. Из комплекса протеолитических 
ферментов гриба в экстракте протеиназы более активны в 

отношении белков пшеницы, а полипептидазы — продуктов р а с 
пада белков гороха. Проведено сравнительное изучение азо 

тистого метаболизма у дерматомицетов и некоторых других 
видов грибов.

Протеолитическая активность мицелия Penicillium chrysoge- 
пит, являющегося отходом при производстве пенициллина, 
изучалась рядом авторов.

Безбородова [2, 3] получила из мицелия штамма Реп. 
chrysogenum, «новый гибрид» (бежевый) активные неочищен

ные препараты протеазы, содержащие еще амилазу, каталазу, 
инвертазу. В опытах автора наибольшая степень извлечения 

ферментов из клеток гриба наблюдалась после 24— 48-часового 
автолиза при 37° С отжатого от жидкости сырого мицелия. 
Осаждение фермента из автолизата проводилось этанолом или 
метанолом (4 объема), или ацетоном (3 объема). В целях 

предохранения от быстрой инактивации осадок фермента не
обходимо быстро обезвоживать этанолом или серным эфиром. 
Изучена активность в отношении разных белков при различ
ных pH. П о данным автора, неочищенные протеолитические 
ферменты из мицелия Реп. chrysogenum (новый гибрид) были 

наиболее активны в отношении казеина, затем желатины, пеп
тона, кожного порошка. Препараты ферментов, полученные при 
осаждении этанолом, стойки к длительному хранению (свыше 
одного года). Протеолитические ферменты не инактивировались 

сероводородом, что дает основание автору считать их трипсино
подобными протеазами.

Маттисон [19, 20] получил активные протеолитические пре
параты из замороженного мицелия Реп. chrysogenum, являю

щегося отходом при производстве пенициллина, и разработал 
метод его применения при мягчении кожи.

Виноградова и др. [11], используя протеолитические фер
менты Asp. terricola, получили гидролизаты казеина двух о с 

новных типов: 1) свободные от пептонов, с содержанием амин-
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ного азота 600— 900 мг% и 2) содержащие 3— 5% пептона и 
300— 400 мг%о аминного азота. В их опытах при изготовлении 
питательных сред для выращивания биомассы микробов с целью 
получения токсинов перфрингенс, септикус, гистолитикус, а 

также для выращивания бруцелл, рост микробов на средах с 
такими гидролизатами был хороший. Качество гидролизатов 

зависит от исходных препаратов казеина.
Применение протеиназ. Протеолитические ферменты приме

няются в отдельных отраслях пищевой и медицинской промыш

ленности. Здесь прежде всего следует указать на использова
ние протеиназ (бактериального и грибного происхождения) в 
кожевенной промышленности для обезволошивания и мягчения 
кож. Замена химической обработки кож для снятия волосяного 

покрова и их размягчения перед дальнейшей обработкой про- 
теиназами микробного происхождения является весьма эффек
тивной. Ферментативный способ обработки кож позволяет ме
ханизировать процесс, сокращает сроки обработки, улучшает 

условия труда и значительно повышает качество продукции. 
Бабакина [2] изучала комплекс протеиназ и других ферментов 
Asp. oryzae, Asp. flavus, Asp. terricola, Asp. nidulans и способы 
эффективного их применения в кожевенной промышленности 

(препарат оризон и др.).
В пивоваренной промышленности на конечных стадиях тех

нологического процесса для удаления белков, дающих неже
лательную муть пиву, его обрабатывают протеиназами. Ж ела
тельная степень гидролиза белков в пиве —  до образования 
пептидов крупного молекулярного веса, придающих пиву пено- 

стойкость и аромат.
Протеиназы применяются в хлебопечении при изготовлении 

специальных сортов мучных изделий (сладких сортов хлеба, 

бисквитов и Др.). Здесь также процесс ведется не до полного 
гидролиза белков муки. Частичный же гидролиз глютена муки 

способствует сокращению времени для размешивания теста, 
улучшает структуру и качество мучных изделий — пористость, 
аромат, вкус. Применение протеиназ в хлебопекарской промыш
ленности создает благоприятные условия для деятельности 
амилолитических ферментов —  освобождается большое число 

зерен для гидролиза амилазами [1].
П о данным Андеркофлера [1], в СШ А  протеиназы приме

няются при изготовлении белковых гидролизатов различных 
пищевых белков, используемых для изготовления соусов и дру
гих приправ к пище, а также в мясной промышленности для 

размягчения мясных изделий (полуфабрикатов). В мясной и 
рыбной промышленности они могут использоваться не только 
для улучшения изделий, но также для переработки различных 
отходов с целью получения необходимых аминокислот, жиров 

и других важных веществ.
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В медицине препараты протеиназ находят применение в 
качестве лечебных средств, а также при изготовлении диэти- 
ческих продуктов питания. В последнем случае протеиназы 

используются для гидролиза белков с целью улучшения пита

тельной ценности последних, перевариваемости, повышения ка
чества изделий.

Дальнейшее изучение протеолитических свойств микроско
пических грибов в направлении выявления высокоактивных 

штаммов продуцентов специфических протеиназ должно спо
собствовать более широкому и разнообразному применению 

их в пищевой, легкой промышленности, в медицинской прак
тике.

Одной из новых областей применения протеиназ грибов 
является промышленность по производству бактериальных 

медицинских препаратов —  вакцин, токсинов, анатоксинов, ф а 
гов, сывороток. Как известно, для массового получения их 
соответствующие виды бактерий выращиваются на белковых 
средах.

В зависимости от биологических особенностей вида и цели 

применяют среды с разной степенью расщепления белка и, 
соответственно, содержания аминного азота и пептона.

Использование протеолитических ферментов грибов для ги
дролиза белков позволяет регулировать степень расщепления 

белка, создает лучшие условия для последующего роста бакте
рий и повышает выход соответствующего бактериального пре
парата.

П о данным Виноградовой [12], применение протеаз из гриба 

Asp. terricola в производственных условиях является весьма 
эффективным. В опытах автора протеолитические ферменты 
Asp. terricola получались при выращивании гриба на отрубях, 
а также на экстракте из них при глубинном методе выращи

вания. Фермент содержится в мицелии и культуральной жид
кости. Стимулирующее влияние на биосинтез Asp. terricola 
оказывает добавление к среде из экстракта отрубей минераль
ных солей, аспарагина, сахарозы  или глюкозы, а также цинка 

и янтарной кислоты. Автор указывает, что протеиназа из грибов 
может быть применена также для переваривания белков бак
териальной клетки, что необходимо при получении вакцин из 
полных антигенов, антитоксических сывороток и др.
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ГЛЮ КОЗООКСИДАЗЫ

Глюкозооксидази катализируют окисление глюкозы молекул 

лярным кислородом с образованием глюконовой кислоты как 

конечного продукта. В качестве промежуточных соединений 

образуется глюконо-6-лактон, который может быть обнаружен 

в среде вместе со свободной кислотой и спонтанно превра
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щ ается в глюконовую кислоту. Установлено значительное число 
видов грибов, при определенных условиях культивирования о б 
разующ их фермент глю козооксидазу. К ним относятся: Asp. 
niger, Реп. notatum, Pen. chrysogenum, Pen. vitale, Pen. amaga-  
sakietise, изученные довольно подробно, а т а к ж е  ряд видов 
пенициллов, свойства глю козооксидаз которых почти не иссле
дованы [9].

Прямое окисление глюкозы с образованием глюконовой кис
лоты является , по-видимому, широко распространенным, но мало 
изученным процессом у грибов. Впервые фермент был открыт 
у Asp. niger  М аксимовы м в экстракте из мицелия гриба Asp. 
niger  [9], затем более подробно изучен М юллером [38— 40]. В 
40-х  годах фермент обнаружен как второй антибиотик в куль
туральной жидкости Реп. notatum  при биосинтезе пенициллина 
и был выделен и изучен рядом авторов [32, 35, 43]. Бы ло у ст а 
новлено, что выделенные препараты гл ю козооксидази  нота- 
тин, пенициллин В , пенатин —  об ладаю т антибиотическими 
свойствами по отношению к широкому кругу бактерий. В опы
тах  in vitro  обнаружено, что для проявления антибактериаль
ной активности необходимо наличие глюкозы, свободного кис
лорода. М еханизм антибактериальной активности глю козоокси
даз  объяснялся действием перекиси водорода, образуемой при 
окислении глюкозы.

Кейлин и Гартре [34] получили высокоочищенные препараты 
фермента из Реп. notatum и установили, что глю козооксидаза 
является  флавопротеиновым ферментом с двум я флавин-аденин- 
динуклеотидными группами в молекуле. Простетическая группа 
фермента представляет аллоксазиноаденино-динуклеотид (ри- 
бофлавино-фосфат-фосфат-рибозо-аденин), называемый флавин- 
аденин-нуклеотидом. Реакция окисления p-d-глюкозы, катали 
зируемая глюкозооксидазой, протекает по схеме: R — С 0 Н  +  0 2 +  
+  H 20 ^ - R C 0 0 H  +  H 20 2 (рис. 30 ) .

Фермент осущ ествляет перенос водорода глюкозы к га зо 
образному кислороду через флавопротеин, т. е. он является  по 
сущ еству дегидрогеназой, но первое название —  глюкозоокси
д а за  —  более прочно вошло в литературу и стало  более при
вычным.

Пидопличко и Билай описали новый вид пеницилла —  про
дуцента глю козооксидазы  —  Penicillium vitale P  i d. et B i l . ,  и 
коллективом авторов были разработаны условия культивиро
вания, метод изоляции и получения высокоочищенных активных 
препаратов фермента [25— 27]. В нативном виде при стерилиза
ции через каолиновые бактериологические фильтры препарат 
под названием микроцид нашел широкое применение в меди
цинской практике в качестве наружного средства при различных 
гнойнохирургических заболеваниях. Новый вид Реп. vitale о к а 
зал ся  наиболее активным и специфичным из значительного
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числа изученных других видов пенициллов. Глюкозооксидаза 
из Peti, vitale обладает широким спектром антибактериального 
действия в отношении грамположительных, грамотрицательных, 
пенициллиноустойчивых и устойчивых к другим антибиотикам 
бактерий [9].

При поверхностном методе культивирования гриб выращи
вается на синтетической среде с глюкозой или сахарозой. Наи

большая антибактериальная и ферментативная активность 
культуральной жидкости Peti, vitale совпадает с подкислением 
ее до pH 3,3— 3,4 и периодом максимального роста мицелия, 
использования азота и глюкозы.

Реп. vitale обладает не только глюкозооксидазной, но и 
значительной инвертазной активностью; при росте на среде с 
сахарозой последняя инвертируется полностью на третий день 
роста гриба. Было выяснено значение количественного соотно
шения источников углерода и азота в среде и их абсолютного 
содержания для роста и максимальной антибиотической и фер
ментативной активности культуральной жидкости, а также 
конидиеобразования и направленности других процессов ме
таболизма гриба (табл. 27, 28). В зависимости от соотношения 
источников углерода и азота в среде и их абсолютного содер
жания глюкозооксидазная и антибактериальная активность Реп- 
vitale могут не проявляться; при этом обычно сильно пигмен
тируется культуральная жидкость, повышается ее pH, активно 
образуется каталаза. При повышенном содержании источни
ков углерода и азота отмечается высокая глюкозооксидазная 
и антибактериальная активность культуральной жидкости при 
низком pH ее, отсутствии каталазы, пигментации и конидие
образования. Исходя из этого принципа, разработаны условия 
культивирования Реп. vitale с целью получения микроцида или 
глюкозооксидазы.
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Накопление биомассы Реп. v ita le  и изменение pH на средах с различным 
соотношением источников углерода и азота

Количество K N 03, г/л
Концентра
ция ГЛЮКО 1 5 1 10 15

ЗЫ , г/л
Вес мицелия, мг

10 160 130 115 125 160
30 2 25 31 5 335 33 0 325
60 340 670 6 45 5 2 0 470

100 3 20 6 15 750 700 800

Исход Конеч Исход Конеч Исход Конеч Исход Конеч Исход Конеч
ное pH ное pH ное pH ное pH ное pH ное pH ное pH ное pH ное pH ное pH

10 5 , 0 9 7 , 0 0 4 , 8 4 8 , 0 4 , 9 2 8 , 0 4 , 9 2 8 , 0 4 , 9 2 7 , 2 8
30 5 , 4 4 3 , 2 8 5 , 0 9 6 , 8 8 5 , 1 9 5 . 0 9 5 , 0 1 7 , 2 7 5 , 0 9 7 . 3 5
60 4 , 8 4 3 , 2 4 4 , 8 4 3 , 6 3 4 , 8 4 4 , 4 0 4 , 8 0 6 , 1 3 4 , 8 2 6 , 2 8

100 4 , 8 5 3 , 4 7 4 , 6 7 3 , 0 1 4 , 8 6 3 , 5 3 4 , 7 2 3 , 8 5 , 0 1 5 , 3 1

Метод получения очищенных и кристаллических препаратов 
гл ю козооксидази  из культуральной жидкости Реп. vitale осно
ван на первоначальной адсорбции фермента безводной окисью 
алюминия. Очистка вклю чает такие процедуры [6, 8, 9]:

I. Адсорбция безводной окисью алюминия из культур аль
ной жидкости (pH доводится до 6 ,8— 7,0 ).

II . Трехкратная элюция хлористым аммонием: 1,9% на 
0,3 М  К Н 2Р 0 4, вторая и третья —  4 ,5%  раствором хлористого 
аммония на 0,15 М  К Н 2Р 0 4. Объем элю атов составляет  1/10— 
1/20 часть исходного объема культуральной жидкости.

II I .  О саж ден ие двойным объемом этилового спирта и цен
трифугирование осадка. Обе процедуры производятся на х о 
лоду.

IV. Перевод осадка глю козооксидазы в водный раствор и 
повторное осаж дение и переосаждение ацетоном, затем полу
чение препарата из водного раствора лиофильной сушкой.

V. Кристаллический фермент получается из водных р аство
ров очищенной глю козооксидазы осаждением ее сульфатом 
аммония при 5 2 — 5 5%  его насыщения.

При соблюдении указанных условий выделения и очистки 
препарата выход фермента из культуральной жидкости селек
ционированного ш тамма Peti, vitale составлял  60— 100 мг!л 
(соответственно 60— 90 мг белка на 1 л) [9].

Как видно из приведенной выше схемы реакции, первым 
продуктом окисления p-d-глюкозы является  6-глюколактон [30]. 
Отмечено, что при окислении глюкозы очищенными препара-
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Влияние различной концентрации глюкозы
и соотношения ее с источником а зо та  в среде на антибактериальную и

Концентрация 
глю козы , г/л

Концентрация

1 3

Титр
Наличие
каталазы Титр

Наличие
каталазы

10 0 +  +  +  +  + 0 + + + + +
30 1/50 0 1/1000 + + +
60 1/10 0 1/100 0

100 1/10 0 1/100 0

10 302 ,4 0
30 21 0 ,9 26 1 2 ,2
60 0 196.7

100 0 41 ,0 5

* Количество мл 0 2 на 1 мл культуральной жидкости за 30 мин.

тами глю козооксидазы в фосфатном буфере в начале опыта 
образуется незначительное по сравнению с общей глюконовой 
кислотой количество свободной глюконовой кислоты. П р и бав
ление к инкубационной смеси б-лактона глюконовой кислоты 
сниж ает потребление кислорода, особенно в первые минуты 
после его добавления. По мере превращения б-лактона в глю 
коновую кислоту потребление кислорода повыш ается [14, 16, 
17]. В  этой связи Диденко [17] и Гулым, Ш ур-Ш ультц и Д е г 
тярь [7] были получены весьма ценные данные, свидетельствую 
щие о том, что добавление б-лактона глюконовой кислоты, сни
ж а я  поглощение кислорода ферментом из Реп. vitale, вы зы вает 
значительное повышение антибактериальной активности как 
нативного, так  и очищенных препаратов глю козооксидазы. Эти 
данные представляю т особый интерес, так  как они позволяют, 
по-видимому, считать, что антибактериальное действие глюко- 
зооксидаз м ож ет быть связано с б-глюколактоном. В озм ож н о 
образование б-глюколактона на первых ф азах метаболизма 
Реп. vitale, а т а к ж е  Pen. chrysogenum, Реп. notatum  находится 
в связи с биосинтезом пенициллина (рис. 3 1 ) .

М онахов и Нейфах, изучавшие глю козооксидазу  из Реп. 
vitale не разделяю т мнения, согласно которому антибактериаль- 
л а я  активность фермента обусловлена только образуемой пе
рекисью водорода [21]. Увеличение антибактериального действия 
глю козооксидазы Реп. vitale в присутствии определенных коли
честв СаС12 объясняют стабилизирующим действием его на 
б-лактон глюконовой кислоты [7, 16, 17].
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ферментативную * активность Pen. Vitale 1312/140

K.NO3, г/л
5 10 15

Наличие
Титр каталазы Титр каталазы Титр каталазы

0 +  + + +  + 0 + + + 0 -1- +  +  +
1/1000 Н— і— !— Ь 1/700 +  + 1/70 т — Ь 4 -
1/700 + 1 /8000 т — Ь 1/8000
1/8000 0 1/16000 0 1/20000 + +

0 0 С
1894,3 3 2 4 3 1903
24 7 0 40 9 6 ,0 3 0 5 7 ,0
6529 ,2 77 7 9 ,5 4 0 9 0 ,9

Кристаллические препараты из Peti, vitale, полученные Гулым 
и Д егтярь  [9], были гомогенны при осаждении в ультрацентри
фуге и электрофорезе; коэффициент седиментации их S 2o i o =  
=  7,80 (7 ,80— 10~13). Их растворы даю т характерный спектр 
поглощения с тремя максимумами (276— 280 ммк, 380 ммк  и 
4 6 0 — 465 ммк),  облад аю т ферментативной активностью Q02 =  
=  186 0 0 0 — 200 000, Очищенная и кристаллическая глю козоок
си даза  имеют оптимум pH 5,8. Она стабильна при подогревании 
до 50° С в течение 15 мин  при pH 4,0; при 60° С активность 
сниж ается  на 3 3 % ,  а дальнейшее повышение температуры в ы 
зы вает  резкое падение активности [14]. Очищенные препараты 
глю козооксидазы стабильны при длительном хранении. Изучен 
ряд других физико-химических и биологических свойств гл ю 
козооксидазы из Реп. vitale [9] (рис. 3 2 ) .

Одним из интересных и, несомненно, имеющих практическое 
значение для лечебной медицины свойств глюкозооксидазы 
Реп. vitale является вы сокая  антибактериальная активность, 
отсутствие устойчивости к действию фермента среди патоген
ных, в том числе резистентных к другим антибиотикам, б ак те
рий. Н икольская [23, 24] установила, что пенициллиноустойчи
вые стафилококки значительно более чувствительны к микро- 
циду и очищенной глю козооксидазе, что особенно проявляется 
при комбинированном испытании вместе с пенициллином (табл. 
29— 3 1 ) .  К ак  видно из приведенных данных, и микроцид (н а
тивная глю козооксидаза) и очищенные препараты глю козоокси
дазы  Реп. vitale проявляют высокую антибактериальную актив-
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Т а б л и ц а  29
Сравнительное изучение эффективности действия микроцида и пенициллина, 
взяты х вм есте и раздельно, на Staph, aureus ?09  и пенициллиноустойчивый 
стаф илококк Staph, aureus 209 Р *

Антибиотики
Staph, aureus 209 Staph, aureus 209 Р

БС БЦ БС БЦ

Микроцид +пенициллин 200 ед/мл . 1 : 50 000 1 24 000 1 : 64 000 1 : 50 000
Микроцид+пенициллин 1000 ед/мл . ! : 32 000 1 2 0  0 0 0 1 : 50 000 1 : 24 000
Микроцидтпенициллин 500 ед/мл . 1 : 2 0  0 0 0 1 16 0 0 0 1 : 40 000 1 : 32 000
МикроцидЧ-физиологический раствор 
Пенициллин 200 ед/мл+  физиологиче

1 : 16 0 0 0 1 1 0  0 0 0 1 : 32 000 1 : 16 0 0 0

ский раствор ............................................
Пенициллин 1000 ед/мл+  физиологи

1 : 32 000 1 16 0 0 0 0 0

ческий раствор ....................................
Пенициллин 500 ед/мл +  физиологиче

1 ■ 16 0 0 0 1 1 0  0 0 0 0 0

ский раствор ........................................... 1 : 1 0  0 0 0 1 4 000 0 0

У с л о в н ы е  о б о з н а ч е н и я  0 — отсутстви е задерж ки роста Стафилококка; 
БС — бактериостатическое действие; Б Ц  — бактерицидное действие.

* Пенициллиноустойчивый стафилококк (штамм 209 Р) с  минимальной чувствительностью  
к пенициллину 4000 ед/мл.

ность по отношению к стафилококкам. При этом чувствитель
ность к пенициллину или другим антибиотикам не ниже, а 
иногда и выш е чувствительности к глю козооксидазе Реп. vitale 
устойчивых стафилококков.

Д егтярь изучила влияние глю козооксидазы  Реп. vitale 
(микроцида) на некоторые стороны обмена вещ еств здорового 
организма [9, 12, 13]. Автор установила, что внутривенное в в е 
дение глю козооксидазы  (активность до 100 000  Qo2) в дозе до 
20 мгікг веса  не является  смертельным для кроликов, но такие 
ж е  дозы при внутримышечном введении вы зы ваю т их гибель. 
М аксим альное падение уровня сахар а  в крови наступает через
10 мин после введения. М аксимальное падение уровня сахар а  
в крови наступает через 10 мин после введения, а затем через 
4 0 — 45 мин  он возвращ ается  к исходному. Содерж ание м ета
гемоглобина максимально увеличивается через 2 0 — 30 мин 
после введения и сниж ается  до исходного через 2 — 3 час. М а 
ксимальное падение кислородной емкости крови наблю дается 
через 20— 45 мин после введения, а восстановление до исход
ной —  через 3 — 4 час.

Что касается  распределения глю козооксидазы  в органах, 
то автор установила, что к ак  в крови, так  и в органах, кроме 
печени, она отмечается в течение 1— 3 час; в печени в значи
тельном количестве сохраняется до 7— 12 час. При этом у ст а 
новлено, что фермент инактивируется гомогенатами ткани 
печени и экстрактами из них.
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Т а б л и ц а  ЗО
Антибиотическое действие очищенных препаратов глю козооксидазы  
ка стаф илококки, чувствительные и устойчивые к ряду антибиотиков

Тест-микроорганизм и его 
характеристика

Разведение глю козооксидазы , 
задерживающ ее рост стафилококков

БС
Титр (количество 
препарата в мкг)

БЦ
Титр (количество 
препарата в мкг)

Staph, aureus 209 (чувствительный к пени
циллину) .....................................................................

Staph, aureus 209 Р  (устойчивый к пеницил
лину 3000 -д/мл) ...........................................

Staph, aureus 209  (устойчивый к стрепто
мицину 1 0 0 0  ед/мл) .......................................

Staph, aureus 209 (устойчивый к эритроми
цину 1 0 0  е д / м л ) .................................. ....

Staph, aureus 209 (устойчивый к тетрацик
лину 50  ед/мл) ...............................................

Staph, aureus 209 (устойчивый к новобио- 
мицину 2 0 0  ед/мл) . , ...................................

1 : 80 0 0 0  0 0 0  

(0 , 0 1 2  мкг)
1 : 80 0 0 0  0 0 0  

(0 , 0 1 2  мкг)
1 : 80 0 0 0  0 0 0  

(0 , 0 1 2  мкг)
1 : 40  000  000 

(0 ,025 мкг) 
1 : 80 0 0 0  0 0 0  

(0 , 0 1 2  мкг)
1 ; 160 0 0  0 0 0  

(0,006 мкг)

1 : 40 000 000 
(0,025 мкг) 

1 : 2 0  0 0 0  0 0 0  

(0,05 мкг)
1 : 40 000 000 

(0 ,025 мкг) 
1 : 2 0  0 0 0  0 0 0  

(0,05 мкг)
1 : 80 0 0 0  0 0 0  

(0 , 0 1 2  мкг)
1 : 80 0 0 0  0 0 0  

(0 , 0 1 2  мкг)

Т а б л и ц а  31
Антибиотическое действие очищенных препаратов глю козооксидазы  
на стаф илококки, устойчивые к нескольким антибиотикам

Тест-микроорганизм и его 
характеристика

Разведение глю козоокси дазы , 
задерж иваю щ ее рост стафилококков-

БС
Титр (количество 
препарата в мкг)

БЦ
Титр (количество 
препарата в мкг)

Staph, aureus (устойчивый к пенициллину 
1 0 0  ед/мл, стрептомицину 1 0  ед/мл, ле- 
вомицетину 1 0 0  ед/мл, биомицену 1 : 2 0 0  0 0 0  0 0 0 1 : 2 0  0 0 0  0 0 0

1 0 0  ед/мл) . .................................................. (0,05 мкг) (0,05 мкг)
Staph, aureus (устойчивый к стрептомици

ну 2 0 0 0  ед/мл, левомицетину 2 0 0 0  ед/мл, 
биомицину 2 0 0  ед/мл, мицерину 2 0 0  ед/мл, 
мицерину 2 0 0 0  ед/мл, полимиксину свы 
ше 2 0 0 0  ед/мл; чувствительный к пени 1 : 80 0 0 0  0 0 0 1 : 40 000  000
циллину) ..................................................................... (0 , 0 1 2  мкг) (0 ,025 мкг)

Staph, aureus (устойчивый к стрептомицину 
свыше 2 0 0 0  ед/мл, к пенициллину, лево
мицетину, биомицину, мицерину, поли 1 : 40 000 000 1 : 2 0  0 0 0  0 0 0

миксину) ................................................................... (0,025 мкг) (0,05 мкг)
Staph, aureus (устойчивый к стрептомицину 

2 0 0 0  ед/мл, левомицетину 2 0 0  ед/мл, био- 
мицитину 2 0 0 0  ед/мл\ пенициллину ! : 2 0  0 0 0  0 0 0 1 : 1 0  0 0 0  0 0 0

2 0 0 0  ед/мл\ чувствительный к мицерину) (0,05 мкг) (0 , 1  мкг)
Staph, aureus (устойчивый к пенициллину 

2 0 0  ед/мл, стрептомицину 2 0 0 0  ед/мл, ле
вомицетину 2 0 0  ед/мл, мицерину 2 0 0  ед/мл, 1 : 80 0 0 0  0 0 0 1 : 80 0 0 0  0 0 0

полимиксину выше 2 0 0 0  ед/мл) . . . . (0 , 0 1 2  мкг) ( 0 , 0 1 2  мкг)
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Середа [28] показал, что глю козооксидаза Peti, vitale не 
изменяет активности в присутствии высокоочищенных ткан е
вых белков (альд ол азы , дегидрогеназы а-глицерофосфорной 
кислоты и д р .) ,  их гидролизатов или определенных концентра
ций мочевины.

Приведенные данные даю т основание предполагать, что при 
дальнейшем изучении область  применения глю козооксидазы в 
качестве лечебного средства м ож ет быть расширена.

390

Рис. 31. Влияние СаС12  (0 ,0064— 0,128 М) на 
активность глюкозооксидазы Реп. vitale (по
требление кислорода, образование Н 2 0 2  и 6  

лактоноглюконовой кислоты) (по Диденко):
1 — потребление С>2 в контроле; 2 — потребление
0 2 в присутствии С аС Ь ; 3 — Н2О 2 в контроле; 4 —
Н20 2 в  присутствии СаС12; 5 — 6-лактон глюконовой 
кислоты в контроле; 6 — 6-лактон  глюконовой ки с
лоты в присутствии СаСІг.

Андеркофлер [1] с целью применения в пищевой промыш
ленности получил глю козооксидазу  из мицелия Asp. niger, 
выращенного глубинным способом. П репарат сод ер ж ал  при
месь каталазы . Условия образования, выделения и очистки не 
описаны, так  как запатентованы рядом фирм СШ А. Очищенные 
препараты фермента не стабильны.

Японскими авторами [36, 37] разработан метод получения, 
изоляции и очистки фермента глю козооксидазы  из нового вида 
гриба Pen. amagasakiense, а т а к ж е  получен кристаллический 
препарат и изучены его свойства. Кусай с сотрудниками изу
чили свыш е 1200 культур грибов, выделенных из разных при
родных субстратов. Выделенный новый вид гриба в опытах
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Рис. 32. Кристаллы глюкозооксидази Pen. 
vitule  (650x) (по Гулому, Дегтярь)



авторов вы ращ ивался на среде Чапека с 4 ,5%  сахарозы ; макси
мальная активность при pH культуральной жидкости —  5 ,5— 6,0.

В  общих чертах метод выделения и очистки глю козоокси
дазы  из Peti, amagasakiense  основан на трехкратной адсорб
ции его из культуральной жидкости и диализованных водных 
растворов на колонках с разными смолами и элюцией ОД-н. 
аммоний-ацетатным буфером при pH 6,5 с первой колонки, при 
pH 4,5 и 5,0 со второй колонки и 0,05-н. аммоний-ацетатным 
буфером, pH 5,0 с третьей колонки.

Последний элю ат содерж ит главные активные фракции фер
мента, получаемые путем высаливания раствором сульфата 
аммония до 8 0%  насыщения. Кристаллическая глю козоокси
д а за  получается из водного раствора очищенного фермента 
насыщением его сульфатом аммония до получения первой мути, 
после чего через один-два дня при хранении на холоду вы п а
д аю т кристаллы. П репарат гомогенен, и его раствор д а ва л  три 
характерных максимума спектра адсорбции —  278, 370  и 
460  ммк. Константа седиментации равна 7,93 (10 сек). Авторы 
определили молекулярный вес гл ю к о зо о к с и д а зы —-154 000; 
установили, что в молекуле фермента имеется две молекулы 
ФАД. Изучен ряд других свойств препарата, в частности влия
ние ряда вещ еств, ферментных ядов на активность глю козо
оксидазы Pen. amagasakiense.

Мунк, П аш кова, Ганус [5, 41] изучили условия образования 
глю козооксидазы ш таммом Asp. niger  Кю на синтетической 
среде при глубинном методе культивирования.

В  опытах авторов гриб вы ращ ивался на качалке в колбах 
емкостью 500 мл с 70  мл  питательной среды при засеве  ее 0 ,1%  
(по объему) взвесью  конидий. Среда следующ его состава  (по 
М иллер у):  5 %  глю козы; 0 ,075%  лимонной кислоты; 0 ,2%  
Са ( М 0 3) 2 • 4 Н 20 ;  0 ,025%  К Н 2Р 0 4; 0 ,025%  M g S 0 4 - 7 H 20 ;  0 ,025%  
КС1; 0,001 % F e C l3 (или F e S Q 4 - 7 H 20 ) ,  исходное pH среды 
перед стерилизацией —  5— 5,2. Фермент изолировался из ми
целия.

Глю козооксидазная активность, по данным авторов, была 
значительно более вы сокая при глубинном культивировании. 
Н аблю дались три основные фазы метаболизма гриба при био
синтезе фермента глю козооксидазы Asp. niger  Km- П ервая фаза 
(через 16 час ферментации) — снижение количества сахаров 
в среде, снижение pH с 5 до 3,5, слабое повышение титруемой 
кислотности, начало увеличения биомассы мицелия. Вторая 
фаза (через 16— 32 час) — быстрое нарастание глюкозоокси- 
дазной активности с максимумом меж ду 24 и 30 час. Третья 
фаза (через 32— 36 до 72 час) —  угнетение глюкозооксидазной 
активности через 48  час до 5 0 %  по сравнению со второй фазой 
с одновременным повышением роста мицелия, быстрым сн иж е
нием концентрации сахаров и титруемой кислотности, сниже-
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ниєм pH. П осле 48 час отмечается наличие т а к ж е  лимонной 
кислоты.

Авторами изучено влияние на повышение активности обра
зования глю козооксидазы  грибом Asp. niger  Кю различных 
компонентов среды —  концентрации глюкозы (1 —  1 0 % ) ,  лимон
ной кислоты, азотнокислого кальция и других источников а зо 
та, минеральных солей, pH среды. Д л я  культивирования Asp. 
niger  Кю при биосинтезе глю козооксидазы рекомендована видо
измененная среда следующ его состава :  глюкозы —  5 % ,  лимон
ной кислоты —  0 ,0 7 5 % ;  C a (N Q 3)2 • 4 Н 20 — 1 % ;  К Н 2Р 0 4— 0 ,1 % ;  
F e C l3 * 6 Н 20 — 0 ,0 0 1 % ;  исходное pH 4,0. На этой среде отмечен 
лучший рост мицелия гриба и наиболее вы сокая ферментатив
ная активность его.

Применение глюкозооксидазы. В  качестве лечебного анти
биотического препарата под названием «микроцид» нативная 
глю козооксидаза  из Реп. vitale примерно с 50-х годов приме
няется в медицинской практике. Микроцид показан к примене
нию при лечении свеж и х и инфицированных ран, ож огов вто
рой и третьей степени, обморожений второй и третьей степени 
и других гнойно-воспалительных процессов кожи и слизистых 
оболочек. О б л ад ая  широким антибактериальным спектром и 
высокой активностью, а т а к ж е  свойством стимулировать з а ж и в 
ление ран, микроцид проявляет высокую лечебную эффектив
ность в хирургии, стоматологии, отолярингологии и других об
л а ст я х  лечебной медицины *.

В  последние годы возник интерес к практическому исполь
зованию глю козооксидазы в клинической медицинской практи
ке в качестве специфического реактива для определения гл ю 
козы в крови, моче и других ж и дкостях организма, а т а к ж е  
с  некоторыми диагностическими целями, в частности при ди
агностике некоторых форм злокачественных опухолей. В  оте
чественной литературе этим вопросам посвящены работы Л у- 
комской и Городецкого [18, 19], Нейфаха и М он ахова [21, 22], 
М ихайлова [20], Гоникман [11].

Кроме этого, практическое применение фермент гл ю козо
окси д аза  находит в различных отраслях пищевой промышлен
ности, где она используется в качестве антиоксиданта.

Вопросы применения глю козооксидазы  в значительной сте
пени нашли отражение в сборнике трудов симпозиума, посвя
щенного вопросам производства и применения этого фер
мента [1965].

* Данные о применении микроцида обобщены в ряде монографий: Анти- 
би оти к-м и ^о ци д  Изд-во АН У С С Р, К., 1953; Лечебный препарат микроцид 
и его применение, Изд-во АН У С С Р , К., 1950; Микроцид и его применение. 
Изд-во АН У С С Р, К., 1955; Г у л ы й М., Б и л а й  В. ,  П и д о п л и ч к о  М. ,  
Д е г т я р ь  Р. ,  Н и к о л ь с к а я  Е. Фермент глюкозооксидаза и его при
менение. Изд-во «Н аукова  думка», К., 1964.
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ДРУГИЕ ФЕРМЕНТЫ

Рутиназа и кверцитриназа расщепляют гликозиды рутин и 
кверцитрин. Эти вещ ества относятся к флавоновым гликозидам, 
характеризую щ имся тем, что в их молекуле флавон (и ф лаво
нол) соединены гликозидной связью  с остатком молекулы со 
ответствующ его сахар а .  В  случае рутина —  это дисахарид ру- 
тиноза, состоящий из остатков глюкозы и рамнозы, в случае 
кверцитрина —  это рамноза. О ба гликозида сод ерж атся  во 
многих растениях —  кожуре плодов яблок, листьях чая, табака  
и других, обычно обусловливая их ж елто-оран ж евую  окраску. 
Рутин, так  ж е  как и кверцитрин, обладает  Р-витаминозными 
свойствами, проявляющимися в укрепляющем действии на 
стенки капиллярных сосудов.

В  связи с этим изучение метаболизма данных гликозидов 
в организме и ферментов, производящих их расщепление, пред
ставл яет  значительный интерес. Однако работы, посвященные 
их расщеплению микроскопическими грибами, очень немного
численны.

Гаттори и Ногуши [36] показали, что рутин расщепляется 
дрож ж еподобны м грибом Pullularia ferm entans v. candida, с 
образованием ф л о р о г л ю ц и н о л а , протокатехиновой кислоты и 
2-протокатехоил —  флороглюцинолкарбоновой кислоты.

Фермент из мицелия гриба расщепляет рутин т а к ж е  с об 
разованием этих веществ. Изучен комплекс ферментов, прини
мающих участие в разложении рутина (о к си д а за ) ,  протока- 
техофлороглюцинкарбоновой (д е п с и д а з а ) , флороглюцинкарбо- 
новой (декарбокси лаза)  кислот. Фермент гриба гидролизует 
камфенол, мирицетин, кверцетин.

Уэстлэйк, Тэлбот, Блэклей, Симпсон [71] на основании изу
чения способности 280 культур бактерий и грибов разлагать  
рутин установили, что грибы более активно разрушали рутин 
и кверцетин, чем бактерии, д рож ж и и актиномицеты. И споль
зовали рутин штаммы Alternaria, Botrytis, Fusarium , Cephalo- 
sporium, Dicoccum, PenicUUu.ru, Stemphylium, Pulvularia. Н е
активными оказали сь Absidia, Armillaria, Ascochyta, Botryoi- 
richum, Chaethomium, Coccospora, Mucor, Phycomyces, Rhizo- 
ctonia, Rhizopus, Stachybotrys, Trichoderma, Trichothecium, 
Verticillium ' Наиболее активно использовали рутин штаммы 
Asp. flavus, которые были изучены подробно. Фильтраты гриба
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на средах с рутином или кверцетином разрушали оба эти с у б 
страта, но не разрушали кверцитрина. Более активно р азл о 
жение рутина проходило в аэробных условиях.

Рутин, кверцитрин и кверцетин могут использоваться ш там 
мами Asp. flavus при росте в минеральной среде с о б р а зо в а 
нием рутинозы, протокатехиновой кислоты, флороглюцинолкар- 
боновой кислоты и окиси углерода.

К ак  установили авторы, образование моноокиси углерода 
я вляется  характерной реакцией в расщеплении флавонов гри
бами, но она отсутствует при расщеплении их бактериями. По 
их мнению, флавоновые соединения при использовании их гри
бами я вляю тся  потенциальными источниками получения окиси 
углерода.

Уэстлэйк и Симпсон [72, 73] определили условия культиви
рования Asp. flavus, способствующ ие накоплению в культу
ральной жидкости ферментов, разруш ающ их рутин, и устано
вили их свойства.

Asp. flavus выращивали на среде с 0 ,4%  рутина, 0 ,3%  
(N H 4) 2H P 0 4, 0 ,1%  К Н 2Р 0 4, 0 ,1%  M g C l26 H 20  и 0 ,8%  (N H 4) 2S 0 4.

Единицей активности рутиназы авторы считали количество 
фермента, необходимое для разлож ения 1 мг рутина за  3 час при 
30° С. Реакционная см есь  состояла из 2 мл  культуральной 
жидкости или экстракта мицелия, 2 мл  0,1 М  лимонной кисло
ты на 0,2 M  N a2H P 0 4 буферном растворе (pH 6,5) и 40  мг 
рутина. П родолж ительность реакции при встряхивании— 3 час. 
О птимальное pH 5 ,5— 6,5.

Характерны е процессы, связанны е с метаболизмом рутина 
Asp. flavus при глубинном культивировании, приведены на 
рис. 33.

Д л я  биосинтеза рутиназы и ее накопления в культуральной 
жидкости большое значение имеет степень аэрации. При в ы 
ращивании гриба в колбах Эрленмейера емкостью в 250  мл 
в 25, 50 мл среды активность фермента выше, чем при вы р а
щивании в 100 мл. Необходимо наличие магния и сульфата. 
Углекислый кальций угнетает рост гриба и биосинтез фермен
та. При глубинном культивировании в ферментерах с 18 л куль
туральной жидкости изучена динамика накопления в ней двух 
основных компонентов ферментных систем, участвующих в р ас
щеплении рутина: гликозидазы, гидролизующей кверцетинру- 
тинозную св язь  и кверцетиназы, которая расщ епляет гетеро
циклическое кольцо кверцетина.

М аксимальное образование кверцетиназы и гликозидазы 
(единица —  количество фермента, необходимое для о св о б о ж 
дения 1 мкмоля рутинозы за  1 час) в среде отмечается после 
почти полного использования рутина (см. рис. 3 3 ) .  Рутиназа 
образуется  при росте гриба на среде с рутином, геперозидом, 
нарингином или на агликонах кверцетина, кампфероле, рамне-
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тине, 2,4-дигидроксибензойной кислоте, 3,4-дигидрооксифенил- 
уксусной кислоте, но не на средах с глюкозой, галактозой, рам- 
нозой или рутинозой и некоторых других гликозидах.

Очищенные препараты рутиназы получены путем последо
вательного фракционированного осаждения сульфатом аммо-

Рнс. 33. Рутиназа Aspergillus flavus 
(по Westlaek, Simpson и др.):

а — гидролиз рутина: / — деградация 
рутина; 2 — образование кверцетина;
3 — образование рутиназы; б — рост Лзр. flavus и образование рутиназы при 
глубинном культивировании в колбах на качалке (25 мл среды в 250 мл колбах): 
/ — деградация рутина {мг), 2 — образование рутиназы (ед)25 мл), 3 — рост ми
целия, 4 — изменение pH среды; в — влияние объема среды в 250 мл колбах на 
активность и распределение рутиназы: / — общая активность фермента, 2 — ру 
тиназа мицелия, 3 — рутиназа в культуральной жидкости; 4 — изменение pH 
г — образование Д£.ух компонентов ферментных систем —• гликозидазы и кверце 
тиназы в ферментерах: / — кверцетиназа; 2 — гликозидаза; 3 — рост мицелия
4 — деградация рутина; 5 — pH.

ния, этанолом, диамидом, адсорбцией на ДЕАЕ-целлюлозе, 
фракционированной элюцией NaCl и сульфатом аммония.

Рутиназа стабильна при низкой температуре как в раство
рах, так и очищенных препаратах: хранение при 0— 20° С в 
течение трех недель сопровождается, соответственно, потерей 
активности на 15—30%, При pH 5,6 фермент стабилен при

123



50° С около 20 мин. Быстро инактивируется при pH 4,0 и 
pH 6,5,

Наиболее сильными ингибиторами рутиназы являются пи
ридин, диметиламин, хлористый алюминий и хлористая ртуть. 
Фермент специфичен. При гидролизе рутина рутиназой в среде 
накапливается рутиноза и кверцетин.

Дальнейший этап ферментативного гидролиза рутина Asp. 
flavus, связанный с расщеплением гетероциклического кольца 
кверцетина, вызываемым кверцетиназой, описан в рабо

те Симпсона и др.

1

Рис. 34. Влияние pH  на активность и 

стабильность кверцетпназы Asp. flavus 
(по Simpson и др.).

[67]. Для образования 
кверцетиназы авторы ис
пользовали минеральную 
среду с хлористой медью, 
наличие которой стиму
лировало активность био
синтеза фермента у Asp. 
flavus, следующего со
става: 0,4% рутина, 
0,3% (NH4)2H P 0 4, 0,1% 

КН2РО 4, 0,1% MgCl2- 
•6Н 20, 0,8% (NH4)2S 0 4, 
0,002% СиСЬ • 5HgO и по 
0,0001% Zn,S04-7H20 , 
FESO, • 7Н20, m n s o 4 * 
• Н20.

При росте на этой среде выход фермента составлял 30— 
40 ед'Імл, через 72 час ферментации.

Установлено, что образование фермента происходит также 
при росте на среде с рутином, кэмпферолом, гиперозидом, но 
значительно слабее, чем на среде с кверцетином.

Полученный очищенный препарат кверцетиназы, свобод
ный от рутиназы и эстеразы, обладал высокой специфической 
активностью (6600 ед/мг белка по сравнению с 166 ед/мг бел
ка исходной культуральной жидкости). Подогревание до 70° 
в водяной бане в течение 20 мин и последующее быстрое охла
ждение при 0° С не инактивировало кверцетиназы. Оптимум 
pH 6,0 (рис. 34). Реакция расщепления гетероциклического 
кольца молекулы кверцетина ферментом сопровождалась по
глощением молекулы кислорода и образованием молекулы оки
си углерода и молекулы депсида [2'— (3',4'-дигидроксибензойло- 
кси) -4,6-дигидроксибензойной кислоты].

Гайлд, Симпсон и Уэстлэйк [20] из этого же штамма Asp. 
flavus получили фермент рутинэстеразу, который гидролизует 
этот депсид. Гриб выращивали на среде с 0,4% рутина. Актив
ность рутинэстеразы определяли количеством протокатехиновой 
кислоты, образуемой в среде при гидролизе депсида (рис. 35).
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Очищенный фермент эстеразы проявлял узкую субстратную 
специфичность; оптимум pH 4,5. Он относительно термостаби
лен— подогревание при pH 4,5 до 55° С на протяжении 10 мин 
сопровождается потерей 15% исходной активности, при 60° С — 
20% и при 70° С — 80%. В связи с этим препараты эстеразы 
нагреванием до 60° С в течение 10 мин могли быть освобожде
ны от рутиназы, более термолабильной. Сохранение активности 
эстеразы при подогревании до 60° С наблюдается также в до-

Рис. 35. Влияние концентрации Рис. 36. Образование комплекса ру-
рутина на скорость его гидро- тинразрушающих ферментов Asp. fla-
лиза (по Hay, Westlake). vus (по Child, Simpson, Westlake):

/ — рутиназа; 2 — кверцетиназа; 3 — эсте- 
раза; 4 — pH.

вольно широком диапазоне pH. Так, при pH 6,0 и этой темпе
ратуре в течение 10 мин активность сохраняется на 57%, при 
pH 3,0 — на 60%. Фермент относительно устойчив к хранению 
на холоду. Активность его полностью ингибируется натрий 
флюоридом, натрий арсенатом, три-(гидроксиметил) аминоме- 
таном, а также хлористым кальцием и альбумином.

Таким образом, гидролиз сложного соединения рутина до 
образования водорастворимых соединений и окиси углерода 
осуществляется комплексом ферментов, образуемых Asp. fla
vus: рутиназы, осуществляющей гидролиз рутина до образова
ния агликона кверцетина и рутинозы, кверцетиназы — гидро
лизующей агликон кверцетин до образования окиси углерода 
и депсида [2'— (3', 4'—дигидроксибензойлокси)—4, 6-дигидро- 
ксибензойной кислоты], и специфической эстеразы, осуществля
ющей гидролиз последней с образованием флавоглюцннолкар- 
боновой и протокатехиновой кислот (рис. 36).

Близкий по химическому строению флавоновый гликозид 
кверцитрин, имеющий также аглюкон кверцетин, но соединен
ный гликозидной связью с остатком рамнозы, не гидролизует-
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ся перечисленными выш е ферментами, разрушающими рутин. 
У эстлэйк показал, что различные виды грибов способны у сваи 
вать  этот гликозид и накапливать в культуральной жидкости 
кверцитриназу —  фермент, гидролизующий его. Автором были 
изучены Alternaria  sp., Asp. niger, Cephalosporium  sp., Fusarium  
sp., Penicillium  sp., Pullularia  sp. и 17 ш таммов Asp. flavus. 
И з последних культур отобрано два ш тамма, которые при ро
сте на среде с 0 ,2%  кверцитрина образовы вали в культуральной 
жидкости значительные количества кверцитриназы (табл. 3 2 ) .

Т а б л и ц а  32

И спользование кверцитрина разными ш таммами Aspergillus flavus

№
штамма

Использование 
кверцитрина 

В %

Наличие 
кверцитриназы 

в культураль
ной жидкости

№
штамма

Использование 
кверцитрина 

В %

Наличие 
кверцитриназы 
в культураль
ной жидкости

185 28.9 0 893 89,2 ±

187 8 6 . 0 + 895 81,0 +
864 17,3 0 897 25,4 0

867 21,7 0 899 18,4 0

870 34,3 0 50 89,2 ±

892 87,3 99 85.3 —

П ервоначальными продуктами гидролиза я вляю тся  кверце
тин и рамноза. Изучено влияние различных гликозидов, источ
ников азота  на биосинтез грибом кверцитриназы. Установлено, 
что рутиназа и кверцитриназа при упомянутых условиях куль
тивирования Asp. flavus в более значительном количестве на
капливаю тся в культуральной жидкости гриба и в меньшем —  
в мицелии (табл. 3 3 ) .

Т а б л и ц а  33

Распределение кверцитриназы и рутиназы м еж ду мицелием и культуральной 
ж идкостью  Asp. flavus

Фермент Ф ильтрат Мицелий Итого % выделения

Кверцитриназа . . . . 64,6 17,7 82.3 78,8
Рутиназа .......................... 219 16,2 235,2 93,1

Гиппуриказа —  фермент, расщепляющий гиппуровую кис
лоту на бензойную и глицин, отмечена у пеиициллов и некото
рых других грибов.

Способность некоторых видов патогенных грибов Fus. spo- 
rotrichiella, Asp. niger, Trichoderma lignorum  использовать
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гиппуровую кислоту как источник азота  исследована Сухен- 
ко [9].

В  опытах автора грибы культивировались на минеральной 
среде с 3 %  глюкозы и 0 ,4%  гиппуровой кислоты. Определение 
глицина (гл и кокола) ,  гиппуровой и бензойной кислот в куль
туральной жидкости проводилось хроматографическим методом 
в системе растворителей /г-бутанол : уксусная кислота : вода 
( 4 : 1 : 1 )  или /г-бутанол : этанол : 1,5-н. углекислый аммоний 
( 2 : 1 : 1 )  с прибавлением аммиака.

Б ы л о  установлено, что Trichoderma  и патогенные грибы 
плохо растут на среде с гиппуровой кислотой, a Fus. sporotri- 
chiella, Asp. niger  —  хорошо. Ацетоновый экстракт из мицелия 
или гомогенизированная его м асса  в 1/15 М  фосфатном буфере 
pH 6,3— 7,0 т а к ж е  расщепляли гиппуровую кислоту с о б р азо 
ванием гликокола и бензойной кислоты через 2 0 — 24 час инку
бации. При этом активная гиппуриказа, экстрагируемая 1/15 М 
фосфатным буфером, обнаруж ена в мицелии грибов как хоро
шо, т а к  и плохо растущих на среде с гиппуровой кислотой. 
В  культуральной жидкости грибов хорошо растущих на среде 
с гиппуровой кислотой, с возрастом культуры уменьшилось не 
только содерж ание гликокола, глюкозы, но т а к ж е  и бензойной 
кислоты. П оследняя к 5 1 -дневному возрасту  культуры полно
стью метаболизировалась  Fus. sporotrichiella  при поверхност
ном его культивировании на среде с 1% -ны м  бензойнокислым 
натром.

Содерж ание бензойной кислоты в культуральной жидкости 
грибов, плохо растущих на среде с гиппуровой кислотой, не 
изменялось, а бензойная кислота не у сваи в ал ась  Trichoderma  
lignorum  и видами патогенных грибов и при росте их на среде 
с 1% -ны м бензойнокислым натром.

Танназы Asp. niger  исследованы Липпич [52]. В  опытах а в 
тора фермент получался из мицелия гриба после предвари
тельного культивирования на среде с глюкозой и среде с тан- 
нином путем экстракции смесью ацетона и эфира. Ф ермента
тивная активность определялась по образованию галловой кис
лоты и манометрически в аппарате Варбурга. Активность т а н 
назы мицелия Asp. niger  при росте на среде с 2 %  таннина 
зависела т а к ж е  от источника азота. По данным опытов автора 
наиболее благоприятным из числа испытанных был гидролизат 
казеина (см. рис. 56, г) .  Стимулирующее влияние на актив
ность танназы оказы вал о  наличие в среде микроэлементов. 
Адаптация мицелия к росту на среде с таннином в присутствии 
различных аминокислот оказы вает  влияние на биосинтез с в о 
бодных и связанных аминокислот в мицелии гриба. Специфи
ческими субстратами для биосинтеза танназы в мицелии Asp. 
niger, кроме таннина, могут быть гал л овая  и хебулиновая 
кислоты.
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Л еви  и Томпсон [51 а] изучили условия образования хлоро- 
гениказы у разных микроорганизмов и выделили активные 
ш таммы дрож ж еподобного гриба Pullularia pullulans,  а т а к ж е  
видов Asp. oryzae, Asp. fumigatus, Asp. tamarii.

Хлорогеновая кислота играет важ ную  роль в ферментатив
ных окислительно-восстановительных процессах в высших р ас
тениях и их устойчивости к различным заболеваниям (Крето- 
вич, 1964).  С другой стороны, ферментативное окисление 
хлорогеновой кислоты и других фенолов в плодах и фруктах 
имеет значение в технологии консервной промышленности.

В  опытах авторов первичный отбор микроорганизмов, о б р а
зующих хлорогениказу, проведен путем посева различных мик
роорганизмов —  бактерий, грибов на среду, содерж ащ ую  1 г 
хлорогеновой кислоты, 3 г К 2Н Р О 4, 1 г  NH4CI, 0,52 M g S 0 4 '
• 7 Н 20  в 1 л  и  имеющую pH 7,0, а т а к ж е  на некоторых других 
средах.

Авторы отмечают, что только немногие из испытанных ими 
микроорганизмов обладали способностью об р азовы вать  этот 
фермент при росте на среде без хлорогеновой кислоты, в то 
время как на среде в последней наблю дался обильный рост 
отдельных видов грибов.

Культивирование проводилось в колбах на качалке и в 
ферментерах с 10 л среды. Наличие хлорогениказы в культу
ральной жидкости определялось по образованию кофейной 
кислоты. Реакционная см есь  состояла из 1 мл  1%-ной хлоро
геновой кислоты в калий-фосфатном буфере pH 6,0 и 0,5 мл  
фильтрата, д обавл ял ось  несколько кристаллов тимола. Инку
бация при 35° С. В  определенные промежутки времени инкуба
ционная см есь  хроматограф ировалась на бумаге и разгонялась 
в н-бутиловом спирте : уксусной кислоте : воде ( 4 : 1 : 1 ) .  Пятно 
кофейной кислоты в этих условиях имело Rf  0,85, хлорогено
вой —  0,65, обнаруж иваемы е в УФ.

Фермент содерж ится главным образом в мицелии гриба, и 
активность биосинтеза его увеличивается с возрастом ку ль
туры.

Значительное число исследований посвящено выделению и 
изучению ферментов, осущ ествляю щ их отдельные звенья м е
таболизм а углеводов, фосфора, серы и другие процессы. При
водим некоторые из них.

Комплекс окислительных ферментов Fusarium lini ( =  Fusa
rium oxysporum  f. lini) в различных условиях культивирования 
изучался рядом авторов. Хис и др. [38] в опытах с радиоактив
ной глюкозой установили способность гриба к аэробному и 
анаэробному ее окислению. Кохрэйн [22] п оказал, что покоя
щиеся клетки гриба в анаэробных условиях р азлагаю т глю ко
зу до углекислоты и воды; в экстрактах  было установлено на
личие альдолазы , карбогидразы, этилдегидразы.
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О кислительно-восстановительные ферменты в клетках Fus. 
oxysporum f, lini и фракции митохондрий и микросом являлись 
предметом исследования Кукухи и др. [49]. Спектрографическим 
анализом в обеих фракциях установлено наличие цигохромов 
а, b , с, цитохромоксидазы Д П Н  и ТП Н .

Специфические ТП Н -дегидразы  глюкозо-6-фосфата и 6-фос- 
фоглюконата выделены из мицелия Asp. niger  при вы р ащ и ва
нии на среде с мелассой или с д р о ж ж е вы м  экстрактом.

Д егидр аза  глюкозо-6-фосфата значительно быстрее во с ст а 
навливает пиридиннуклеотид, чем дегидраза 6-фосфоглюкона- 
та. Активность ферментов, выделенных из мицелия гриба, з а в и 
сит от условий культивирования. В  опытах авторов наиболь
шая активность их отм ечалась  в мицелии, выращенном на ср е 
де с мелассой. Специфическая дипиридиннуклеотиддегидраза 
в мицелии выявлена только на этой среде [27].

Глицериндегидрогеназа Asp. niger  является  узко специфи
ческим ферментом —  ее активность при использовании в каче
стве субстрата эритрита равна 30% -н ой  активности глицерина 
как субстрата и 10%-ной D L -глицеральдегида. Сорбит, маннит, 
этанол, этилен-гликоль, 2,3-бутилен-гликоль, 1,3-пропанедиол, 
галактуроновая, глюконовая и а-кетоглю коновая кислоты не 
восстанавливаю тся ферментом. Считают, что фермент глице
рин-дегидрогеназа из Asp. niger  м ож ет играть роль в биосин
тезе глицерина или глицер-альдегида.

Д л я  получения фермента гриб вы ращ ивался в течение че
тырех дней на среде с глюкозой. Фермент экстрагирован из 
мицелия (буфером pH 7,6) и осаж ден сульфатом аммония. 
Фракция меж ду 6 8 — 8 0 %  насыщения была диализована про
тив 0,02 М  ацетатного буфера (pH 6,5) и хроматографирована 
на гельцеллюлозной колонке. Глицерин-дегидрогеназа элюиро
ва л а сь  буфером, содерж ащ им 2%  сульфата аммония. П ол у 
ченный препарат был концентрирован в 250  раз по сравнению 
с исходным и обладал  специфической активностью в 25 ед/мг 
белка.

Баринова [1] установила наличие сукциндегидразы в эк ст 
рактах  мицелия Rhizopus nigricans, Asp. niger  при глубинном 
методе культивирования на минерально-глюкозной среде. Ф ер
мент ингибируется 0,02 М  малоиовой кислотой, но последняя в 
концентрации 0 ,02— 0,06 М не угнетает роста грибов. Автор 
считает, что цикл трикарбоновых кислот не играет роли в д ы 
хании и обмене вещ еств этих грибов.

Чайэнг и др. [18, 19] изучили метаболизм d-ксилозы, L-apa- 
бинозы экстрактами из клеток Pen. chrysogenum.  Авторы у ст а 
новили, что исходным этапом в метаболизме ксилозы грибом 
является восстановление ксилозы до ксилита. Эта реакция осу
ществляется ферментом d-ксилоредуктазой, проявляющим дей 
ствие в присутствии восстановленного трифосфонуклеотида как
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кофермента. Авторами получен очищенный препарат фермента, 
изучены некоторые его свойства (к объяснению механизма 
действия).  Образованный d-ксилозоредуктазой ксилит являлся 
промежуточным продуктом и окислялся затем ферментом, н у ж 
даю щ имся в присутствии дифосфонуклеотида в качестзе  а к 
цептора водорода для окисления D -ксилита в D -ксилюлозу 
(кето п ен то за ) . Начальным этапом метаболизма арабинозы 
т а к ж е  является  образование L -арабита, вы зы ваем ое ферментом 
L -арабинозоредуктазой с последующим окислением его до L- 
ксилозы и L -рибулозы; L -ксилоза может быть восстановлена 
в D -ксилит и затем окислена до D -ксилозы. Р езул ьтаты  иссле
дований имеют значение для познания путей обмена пентоз.

Инвертаза, трансфруктозидаза изучались у отдельных ви
дов грибов. Билинг, Бэкон [15] установили, что при гидролизе 
сахарозы  экстрактами из мицелия Asp. niger, Asp. огугае, Pen. 
spinulosum, Pen. chrysogenum, Asp. flavus, Eremascus fertilis, 
E. albus образую тся не только глюкоза и фруктоза, но т а к ж е  
фруктозосодержащ ие олигосахариды.

Отмечено влияние микроэлементов и их различных комби
наций на рост мицелия и активность биосинтеза инвертазы 
Asp. niger. Цинк благоприятно влияет на рост биомассы гриба. 
При наличии в среде марганца, ж е л е за ,  меди добавление цин
ка повыш ает активность образования инвертазы в мицелии, а 
при наличии в среде цинка, марганца и меди добавление ж е 
л еза  т а к ж е  повышает образование инвертазы в мицелии, но 
сниж ает его в культуральной жидкости. Д обавление меди к 
среде, содерж ащ ей ж елезо, марганец и цинк, стимулирует рост 
мицелия и биосинтез каталазы . Н аиболее вы сокая активность 
инвертазы в мицелии Asp. niger  была при наличи в среде 
меди, ж е л е за  и цинка [40].

Биосинтез и некоторые свойства ивертазы у ряда грибов 
Pen, brefeldianum, Pen. parvum, Pen. quadrilineatum, Реп. те- 
linii, Pen. funiculosum , Fus. moliniforme изучались Риис с со
трудниками [61]. Показано, что инвертаза разных видов грибов 
содержит от одного до трех активных компонентов.

Гексокиназа из Asp. parasiticus  исследовалась  Дэвидсон 
[25а]. Установлено, что этот гриб образует полисахарид, состо
ящий из галактозамина. И сследования автора проведены с 
целью изучения механизма ферментативного расщепления д а н 
ного сахара. Концентрированный фермент из экстракта мице
лия фосфорилировал d-галактозу  и d-галактозамин с о б р азо 
ванием соответствующих 6-фосфатов.

Влияние микроэлементов на активность гексокиназы из ми
целия Asp. niger  изучали Кумар, Кришнан [51]. Стимуляция 
общей и специфической активности гексокиназы отмечена при 
прибавлении к свободной от микроэлементов питательной ср е
де цинка, марганца.
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Коллинс, Корнберг [21] изучали ферменты, осущ ествляющ ие 
метаболизм ацетата у Asp. niger. При использовании радио
активного по углероду ацетата (2 — С 14) авторы установили, что-' 
изотоп ацетата одновременно включается в соединения циклов 
трикарбоновых кислот и глиоксалатного. Среди продуктов ре
акции в первые 50— 300 сек обнаружены лимонная и яблочная 
кислоты.

При выращивании Asp. niger  на среде с ацетатом из мице
лия были выделены ферменты изоцитратаза и м алатсинтеаза, 
катализирующие при добавлении коферментов образование я б 
лочной и янтарной кислот из уксусной и изолимонной. При: 
выращивании на среде с глюкозой или сукцинатом в мицелии 
преобладает м алатсинтеаза.

Франк и др. [29] изучили ферменты, осущ ествляющ ие пре
вращение С 2-кислот Asp. niger,  они выделили глиоксалат транс- 
аминазу, глиоксалатредуктазу, фермент, осуществляющий кон
денсацию глиоксиловой и а-кетоглютаровой кислот.

К апроновая кислота является  одним из промежуточных со е
динений при ферментативном биосинтезе жирных кислот из 
уксусной кислоты. Окисление капроновой кислоты при исполь
зовании ее в качестве источника углерода в минеральной среде 
способны осущ ествлять Asp. tamarii, Asp. niger  [46]. Первый 
вид м ож ет превращ ать капроновую кислоту в метилпропилкетон 
(на 60— 7 0 % )  и метиламинкетон; гептиловую —  в метил бутил- 
кетон и образовы вать соответствующие кетоны из лауриновой, 
пальмитиновой и других кислот. Способностью об р азо вы вать  
кетоны из каприловой кислоты обладаю т конидии многих дру
гих видов микромицетов. Так, по данным Гериг и Найт [30]. 
конидии девяти из 11 испытанных аспергиллов, девяти из 12 
пенициллов образую т 2-гептанон из каприловой кислоты; му- 
коровые грибы не активны в этом отношении.

Изучая фосфатазную активность у разных видов Aspergil
lus, обычных почвенных грибов, К асида установил, что мице
лий и экстракты из него у изучаемых грибов р азлагаю т о р га
нические и неорганические соединения фосфора в почве. «К и с
л ая»  фитаза Aspergillus  частично дефосфорилировала фитат 
ж е л е за  —  соединение, трудно поддающееся разложению. Н аи
большая активность фосфатаз проявлялась при кислом pH, х о 
тя не прекращ алась при реакции, близкой к нейтральной [17].

Ж а к к е  и др. (44] показали, что в фильтратах различных ви
дов плесневых грибов содержится два типа фосфатаз: актив
ных при кислом pH (4 ,0— 4,5) и активных при щелочном pH 
(8 ,0— 8,5 ).  Авторы определяли влияние возраста  культуры, с о 
става  среды, ее pH на активность фосфатаз разных видов гри
бов. Активность «кислой» фосфатазы повыш алась при д о б а в 
лении магния, угнеталась цианидами; активность «щелочной» 
фосфатазы угнеталась молибденом, слабо  — цианидами.
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В опытах Патти и др. [57] установлено влияние магния и 
бария на активность «щелочной» фосфатазы у Реп. ІіШсіпит, 
Asp. niger, Asp. oryzae, Rhizoctonia violacea.

Кунинака и соавторы [50] установили, что при действии на 
нуклеотиды ферментного препарата из Asp. oryzae в качестве 
продуктов реакции образую тся аденин, гуанозин, цитидин, ури- 
дин, неорганический фосфат. Авторы считают, что гриб содер
ж и т мононуклеотидазу, д езам иназу  адениловой кислоты, пурин- 
нуклеозидгидролазу, рибонуклеодеполимеразу.

Куртис и Т ом ас [24] изучили метаболизм 4-аминопиразоло- 
3 , 4-пиримидина (аналога  пурина) и аденина грибами Cordy- 
£eps militaris, Asp. caespitisus, Gibberrela fujikuroi, M ucor ra
cem osus, M. ram annianus, Penicillium griseofulvum , Scopuiariop- 
sis  brevicaule, Trichoderm a viride.

Грибы культивировались на пептонно-глюкозной среде с 
добавлением аденина или производного пурина. При поверх
ностном культивировании с меченым солянокислым или серно
кислым аденином (100— 500 мг/л) через 28 дней у Cordyceps 
militaris наблю далось образование кордицепина. При росте на 
такой ж е  среде с добавлением 100 мг/л  4-аминопиразоло-3,4а- 
пиридина изучаемые грибы превращали последний в рибозид, 
a S .  brevicaule —  в 4-гидроксипиразоло 3,4-а-пиридин рибозид. 
Р о с т  С. militaris на среде с добавлением ароматических ами
нов (2,6-диаминобензотиазола, 5-амино-1,2-диметилбензимид- 
азол а ,  5-амино-2-оксибензимидазолина) сопр овож дался пре
вращением этих соединений в соответствующ ие моноаце- 
тильные производные. Определение продуктов превращения 
поризводилось методом хроматографии с последующей их 
изоляцией.

Полученные данные представляю т определенный интерес 
для моделированного изучения на грибах возм ож ны х превра
щений аденина и пуринов в процессах обмена веществ.

М ихайловская [8] выделила из растворимых в трихлоруксус,- 
ной кислоте соединений мицелия Asp. niger  аденозинтрифосфа- 
тазу , а т а к ж е  аденозинтрифосфазную кислоту и промежуточ
ные продукты углеводного обмена —  гексозомонофосфат и пи- 
ровиноградную кислоту.

Хигуши [10] изучал условия биосинтеза и распада флавин- 
мононуклеотида (Ф М Н ) и флавинадениндинуклеотида (Ф А Д ) 
и ферментные системы, осущ ествляю щ ие эти процессы у р а з 
личных ш таммов Asp. niger. Автор отмечает, что синтез рибо
флавинсодерж ащ их соединений наиболее интенсивно происхо
д и т  у медленно растущих ш таммов, характеризующ ихся опре
деленными морфологическими признаками —  задерж анны м  спо- 
ротюшением, укороченными конидиеносцами. Отобран для 

дальнейш его  изучения штамм Asp. oryzae, обладающий вы со
кой активностью биосинтеза флавинадениндинуклеотида
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(49  мкг/г  сухого мицелия) и изучены условия, влияющие на 
биосинтез Ф М Н , ФАД.

Ф осф атазы  гриба, осущ ествляю щ ие гидролиз Ф Д Н  до 
Ф М Н  угнетаются Fe, Ag, М о имеют довольно узкий предел 
активности pH (при pH 3,2 или pH 6,4 активность фермента 
сн и ж ает ся ) .  Лучшим источником азота в минеральной среде 
является  нитрат, ионы ж е л е за  в среде сн иж аю т биосинтез фла- 
виннуклеотидов, рибофлавин не оказы вает  заметного влияния. 
Наибольшее количество флавиннуклеотидов содерж ится в ми
целии молодой культуры; с возрастом в мицелии Asp. oryzae  
резко падает содерж ание Ф А Д  и более постепенно —  со д е р ж а 
ние ФМН.

При изучении метаболизма никотиновой кислоты растущи
ми и покоящимися клетками Asp. niger  установлено, что гриб 
обладает  активной деамидазой и деамидирование никотиновой 
кислоты является одним из характерных и основных путей ее  
метаболизма грибом.

Гриб выращ ивался на среде, содерж ащ ей 2 — 20 мкмолей  
никотиновой кислоты, в течение четырех дней. П осле отделе
ния от культуральной жидкости мицелий промывали холодным 
раствором 0 ,9%  -ной соли, отжимали от влаги и зам ор аж и вал и  
в течение 1 час при — 5° С; затем  пленку растирали с равным 
количеством алюминия и 10%-ный гомогенат в 0 ,1М  фосфатном 
буфере при pH 7,2 использовался для исследований. О пределя
лись реакции амидирования, метилирования, связы вани я гли
цина, деамидирования никотиновой кислоты. Продукты м етабо
лизма реакционной смеси и экстракта из мицелия определялись 
различными хроматографическими методами.

Никотинамид в д озах  от 500 ммгімл  и выше зад ер ж и в ает  
рост мицелия гриба и вы зы вает  образование ж елтого  флюорес
цирующего пигмента в культуральной жидкости. Никотиновая 
кислота, глютамин, аспарагин, мочевина и др. такого действия 
не оказы ваю т. По мнению авторов, образование упомянутого 
пигмента под влиянием повышенных доз никотинамида в среде 
является  одним из характерных свойств его воздействия на 
Asp. niger  [63].

Гайне и Линскенс [39] изучили фермент кутиназу у видов 
Penicillium  sp., Fusarium monilifortne, Rhodoforula glutinosus  
при их росте на среде с кутином из листьев Gasteria verrucola.

Кутин —  воскоподобный налет на плодах, листьях, стеблях  
различных растений, состоит из различных вы соком олекуляр
ных спиртов, углеводородов парафинового ряда, некоторого 
количества свободных жирных кислот.

Кутиназа фитопатогенных видов грибов (Rhizoctonia sola
ni, Botrytis cinerea, Cladosporium cucumerinum, Pyrenophora  
graminea  (syn. Helminthosporium gram inearum ), Penicillium  
spinulosum)  и ссл едовалась  Линскенсом и Г а а д ж е м  [516]. А к
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тивность фермента определялась по способности разлагать  ку- 
тин растений-хозяев и стандартного препарата из Gasteria ver- 
rucola. Установлено, что кутиназная активность изучавшихся 
видов различна и зависит от происхождения кутина. Авторы 
считают, что активность кутиназы у фитопатогенных грибов мо
ж е т  иметь значение в их проникновении через неповрежденные 
оболочки клеток растения-хозяина.

Больш ую  роль в обмене вещ еств играют холестерин, содер
ж ащ ийся  в животных клетках, особенно клетках нервной т к а 
ни (организм человека содерж ит около 140 г холестерина) и 
эргостерин, содерж ащ ийся в д р о ж ж а х  и некоторых видах гри
бов. Р оль отдельных ферментов в метаболизме холина, х о л е
стерина, органических и неорганических источников серы у 
микроскопических грибов изучена мало. Отмечено, что хилин- 
су л ьф ат широко распространен у высших грибов, а т а к ж е  у 
отдельных видов пенициллов, аспергиллюс (42]. Холестерин 
стимулирует рост мицелия, увеличивает окислительно-вос- 
«становительный потенциал среды, ее поверхностное н ат я ж е
ние [53].

Г ар ад  и Спенсер [32, 33] изучали метаболизм холинсульфа- 
т а  у 32  ш таммов разных видов грибов. Установлено его нали
чие у многих видов несовершенных грибов; отсутствует у м у
корових —  Rhiz. stoloriiferurn, Mucor hiemalis, Phycomyces  
blackesleeatius, Cunninghamella echinulata, видов др ож ж ей  и 
бактерий. Синтез холинсульфата у Asp. oryzae происходит при 
росте на среде с минимальным содержанием неорганической 
серы, цистеина или цистеиновой кислоты. Более детально а в 
торы исследовали ферменты холинсульфокиназу и арилсуль- 
фатазу.

Грибы выращивали на трех средах: Ч ап ек а— Д окса  с неор
ганической серой ( +  100 мкг Na235S 0 4), глюкозопектонной ср е
д е  с д рож ж евы м  экстрактом 0,6 г Na2S 0 4 ( +  100 мкг N a235S 0 4) 
и среде с холином (1,2 г!л).  Наличие сульфатов в мицелии и 
культуральной жидкости определялось хроматографическим и 
радиоавтографическим методами в трех системах растворите
лей —  фенол : вода (80 : 2 0 ) ,  ацетон : вода (9 : 1), бутанол : э т а 
нол : вода ( 4 : 1 : 5 ) .

Петерсон, Мэнди и Ф аг (58] считают, что холестерол, д о 
бавленный в питательную среду, м ож ет поглощаться клетками 
мицелия Penicillium sp. П осле роста грибов в погруженной 
культуре холестерол не экстрагировался хлороформом ни из 
культуральной жидкости, ни из мицелия гриба, но в то ж е  
время не были обнаружены и продукты его метаболизма. И зу 
чаемые виды грибов не росли на среде с холестерином. При 
этом, как отмечают авторы, отложение стерола в клетках ми
целия зависело от наличия источника энергии и уровня эндо
генного дыхания.
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П о данным Робсона [60], соединения серы быстро метаболи- 
зируются растущим мицелием Asp. niger, Peri, notatum в ран
них стадиях и вы деляю тся в виде различных соединений в ср е
ду из клеток мицелия в более поздних стадиях роста. П о к а з а 
но, что соединения серы находятся в оболочке и цитоплазме. 
Накопление соединений серы в мицелии грибов не всегда про
исходит за  счет содерж ащ их SH -rpynny.

В  период спорообразования в мицелии грибов содерж ит
ся  больше холинсульфата, чем в активно растущих куль
турах,

Бойттхер [16] изучил влияние некоторых видов грибов на 
разлож ение комплекса яичного ж елтка ,  богатого лецитином 
(фосфолипид, соединенный с азотистым основанием —  холи- 
ном) .

Грибы Rhiz. japonicum, Rh. arrhizus, Asp. flavus, Asp. niger, 
Pen. chrysogenum  культивировались на среде из смеси яичного 
ж е л т к а  с NaCl. В  процессе культивирования определялись ре
акция преципитации, образования холина, фосфорилхолина, 
кислоторастворимого фосфора, триметиламина. Через девять 
дней у всех культур обнаружены холин и кислоторастворимый 
фосфор, на 20-е сутки холин у отдельных видов не отмечался, 
а накопление кислоторастворимого фосфора увеличилось. Под 
влиянием большинства изученных грибов фосфор липидов пе
реходит в кислоторастворимый.

П олигалактуроназа, а -ам и л аза ,  протеиназа, целлю лаза , ли 
паза  изучалась [26] у 27 видов Aspergillus,  14 видов и 15 не
определенных культур Penicillium, Alternaria tenuis, Botrybis 
cinerea, Stachybotrys atra, Trichoderma viride, Trichothecium ro
seum  и некоторых других видов.

Д а з-Г ю п т а  и Верм а [25] установили наличие различных фер
ментов в культуральной жидкости и мицелии трех видов Alter
n a ria —  A. tennins, A. brassicola, A. raphani.

Авторы показали, что экстракты из мицелия и культураль
ная жидкость шестидневного возраста  культур этих видов гри
бов сод ер ж ат  амилазы , инвертазу, раффиназу, гемицеллюлазу, 
целлю лазу, м альтазу , фосфорилазу, протопектиназу, а л ь д о л а 
зу, липазу, бутиразу, дегидрогеназы, протеиназы, эрепсиназы, 
ренназу, уреазу, амидазы и д езаминазы  многих аминокислот, 
рибонуклеазу, нуклеодезаминазу, глицерофосфатазу, нуклеофос- 
ф атазу, оксидазы, каталазу . Отмечены отличия в наличии не
которых ферментов в мицелии и культуральной жидкости, но 
не меж ду отдельными видами.

Обширный комплекс ферментов углеводного обмена у ст а 
новлен у различных видов аспергиллов [11, 12, 13].

У отдельных видов грибов изучены уреаза и цитраза [66], 
тиаминаза [41, 62], липаза [70а, 29а, 1 За], хитиназа [59] и мно
гие другие ферменты.
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В заключение следует отметить, что число исследований* 
посвященных изучению различных ферментов у грибов, как и 
число видов их, все более возрастает  и, несомненно, полное 
обобщение исследований по этому вопросу было бы весьма 
своевременным и полезным.
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I l l  А М И Н О К И С Л О Т Ы

Различные белки отличаются составом аминокислот, о б р а
зую щ ихся при гидролизе белковой молекулы (табл. 3 4 ) .

По функциональным химическим группам и биологической 
характеристике различают незаменимые аминокислоты, т. е. 
такие, которые не синтезируются в организме человека и ж и 
вотных, и заменимые, которые могут об разовы ваться  в про
цессе обмена веществ. К первым относят лизин, метионин, три
птофан, треонин, лейцин, валин. Кроме перечисленных в табл. 
35, в белках микроорганизмов, растений, животных в послед
нее время открыт ряд новых аминокислот или их аналогов. Н а 
пример, D -пеницилламин из пенициллина, циклосерин из анти
биотика Streptomyces orchidatius, азасерин из антибиотика 
Streptomyces  sp., метиллантионин из антибиотика субтилина и 
др. (Кочетков и др., 1961).

М е т и о н и н  —  серосод ерж ащ ая, присутствующая во всех 
природных белках аминокислота, незаменимая для организма 
человека и животных. Он принимает участие в метаболизме 
белков и жиров. П олучается из природных субстратов и путем 
синтеза рацемической D L -формы. Б лагодар я  наличию л аби л ь
ной метальной группы в молекуле метионина D -аминокислота 
м ож ет служ ить трансметилирующим агентом при обмене. 
Я вля ется  т а к ж е  липотрофическим фактором, об лад ает  де- 
токсирующими свойствами благодаря присутствию серы в 
его молекуле. Н едостаток метионина в диете вы зы вает  на
рушения в обмене вещ еств, которые могут сопр овож даться  
гепатическими расстройствами и вторичной гипохроматиче- 
ской анаэмией.

С одерж ание метионина в белке полноценной диеты д олж но 
составля ть  до 4%  общего содерж ания белка, что соответствует 
2,0— 2,5 г метионина в день для взрослого человека и до 
0,086 г на 1 кг веса для детей (10]. В связи с этим не только 
недостаточные по содерж анию метионина белки растительного 
происхождения, но т а к ж е  и в ряде случаев белки животного 
происхождения, употребляемые в пищу, не всегда могут пол
ностью удовлетворить потребность организма в метионине. В
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Т а б л и ц а  34

Главнейшие аминокислоты, входящие в состав белков

Наименование Строение

Глицин
(гликокол)
L -Аланин

1.-Валин

L -Лейцин

Изолейцин

L -Цистеин

Цистин

Метионин

L -Серин

D -Треонин

Аспарагиновая
кислота

Глутаминовая
кислота

L -лизин

Оксилизин

L -Аргииин

Алифатические 

аминоуксусная 

а-аминопропионовая

а-аминоизовалериановая

а-амииоизокапроновая

а-амино-Р-этил-Р-метилпро-
пионовая

а-амино-й-тиопропионовая

а-амино-у-метилтиол-п-масля-
ная

а-амино- 8 -оксипропионовая

а-амнно- р-оксимасляпая

а-аминоянтарная

а-алшноглютаровая

а, Е-диаминокапроновая

а-ампно- 6 -гуанидил-п-валери- 
ановая

Ш 2СН2СООН

CHgCHCOOH
I

NHS
СН3СН -СН СО О Н

с н 3 n h 2
сн3—СНСН2СНСООН

! I 
с н 3 n h 2

С2Н5— СН—с н с о о н

СН3 NH, 
HSCH2CHCOOH

I
NH2

(SCH,CHCOOH)„
I

n h 2
CH3SCH.,CH2CHCOOH

I
NH2

HOCHoCHCOOH
' I

n h 2
C H 3 CH — CHCOOH

I I 
OH NHa

HOOCCH2CHCOOH
I
NH3

HOOCCH2CH.,CHCOOH 
‘ I
n h 2

СН»СН.,СНХН,СНСООН

n h 2 NH,
CH— CH—CH2CH2CHCOOH
I ■ I I

NH2 o h  NHS
n h = c n h c h 2c h 3c h 2c h c o o h

NH., NH.,
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Продолжение таблицы 34

Наименование Строение

Фенилаланин

Тирозин

Гистидин

Триптофан

L-Пролин

Оксипролин

Ароматические

а-амино-б-фенилпропиоиовая

а-амино-8-оксифенилпропионо-
вая

а-амино-5-имидазолилпропио-
новая

а-амино-З-ипдолилпропионо-
вая

пирролидин-ы-карбоновая

этих случаях необходимо дополнительное введение малых ко
личеств этой аминокислоты с пищей.

Метионин применяется в качестве лечебных препаратов — 
смеси необходимых аминокислот, перорально или внутривенно 
в пост- или предоперационный период, при заболеваниях гепа
тического, гемопоэтического происхождения, различных инток
сикациях, в том числе от применения антибиотиков, в питании, 
дерматологии, косметике, зоотехнии.

Л и з и н  относится также к числу необходимых для живот
ного организма аминокислот. В молекуле лизина имеется две 
аминогруппы, которые придают ему характер основания и спо
собность образовывать стойкие соли с некоторыми кислотами. 
Потребность в лизине не может быть замещена D -изомером и 
производными и гомологами lL-изомера. Дезаминированный в 
организме лизин почти не восстанавливается реакциями транс-
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аминирования. Лизин и гидроксилизин сод ерж атся  в коллагене, 
(до 4,8 и 0 ,6 7 % ,  соответственно),  альбумине сыворотки (до 
1 2 % ) ,  мозгу ( 5 ,8 % )  и других белках.

Е ж едн евн ая  потребность в лизине для организма человека 
колеблется от 0,4 до 0,8 г. Особенно необходим лизин для д е 
тей. Недостаточное количество лизина в диете м ож ет вы звать  
потерю веса, отсутствие аппетита, атахию, нарушения нервной 
системы, характерное жировое перерождение печени и ряд 
других заболеваний. Считают, что обычная разнообразная пи
ща полностью покрывает потребность здорового организма в 
лизине и только при значительных нарушениях обмена, д ли 
тельном употреблении продуктов из значительно денатуриро
ванных белков вы зы вает  необходимость дополнительного в в е 
дения этой аминокислоты. Имеются данные об эффективном 
применении лизина при нарушении обмена кальция, витамина 
D, в стоматологии при зубном кариесе, для улучшения аппети
та и перевариваемое™  пищи (увеличилась секреция пепсина 
и соляной кислоты).

Т р и п т о ф а н  относится т а к ж е  к числу аминокислот, не
обходимых для организма человека и животных. Благодаря  
индольному кольцу ему принадлежит специфическая роль в 
процессах метаболизма, питания и лечения. Триптофан подвер
гается в организме реакциям дезаминирования и трансамини- 
рования. Потребность в триптофане м ож ет быть частично з а 
мещена его гидроксильными и кетонными производными. М е 
таболизм триптофана связан  со специальными процессами о б 
мена и образования физиологически активных промежуточных 
продуктов, как серотонин, никотиновая кислота, куперенин и 
ряд других. Нарушения обмена триптофана, например, при 
некоторых злокачественных опухолях, сопровож дается  увели
чением содержания серотонина и уменьшением содержания ни
котиновой кислоты в крови, моче больных. У здоровых людей 
на образование серотонина расходуется около 1 % триптофана 
пищи, у больных карциноидной опухолью —  до 6 0%  [10].

Триптофан и гистидин проявляют бактериостатические свой 
ства  по отношению к Mycobacterium tuberculosis hominis, по
д авл я я  у них синтез никотиновой кислоты. Антибактериальное 
действие оказы ваю т некоторые производные триптофана.

Т р е о н и н  содерж ится в большинстве природных белков, 
главным образом животного происхождения. Подобно лизину, 
деаминированный в организме треонин не м ож ет быть во с ст а 
новлен реакциями трансаминирования.

Треонин играет большую роль в процессах роста и ж и ро
вого обмена, его отсутствие в диете, как и других необходимых 
аминокислот, вы зы вает  нарушение азотного и белкового об м е
на, задер ж ку  роста, потерю аппетита, расстройства нервной и 
сердечной деятельности.
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Потребность в L -треонине для человека приблизительно 
0,5 г в день, но она зависит от возраста. L -треонин рекоменду
ется при гепатических стеатозах ;  он стимулирует рост ж и вот
ных при недостаточной диете. Благодаря  наличию кислотной 
группы треонин образует со многими минеральными или о р га
ническими основаниями стабильные терапевтические соедине
ния, например треоминат ж е л е за ,  который более эффективен, 
чем соль минеральных кислот или один треонин.

Л е й ц и н ,  и з о л е й ц и н  и в а л и н  т а к ж е  относятся к чис
лу аминокислот, необходимых для животного организма. О р- 
н и т и и, как продукт превращения аргинина, играет важ ную  
роль в обмене вещ еств; он входит в состав некоторых антибио
тиков (грамицидин,тироцидин).

Значительна роль в осуществлении определенных процес
сов обмена вещ еств и других аминокислот.

В  основе метаболизма аминокислот л е ж а т  три главных ти
па реакций:

Д е з а м и н и р о в а н и е :  а) окислительное, соп р овож д ае
мое образованием кетокислот и аммиака; б) гидролитическое, 
сопровож даем ое образованием оксикислот и ам м и ака; в) в о с 
становительное, сопр овож даем ое образованием органической 
кислоты и аммиака.

П е р е а м и н и р о в а н и е ,  сопровож даем ое синтезом но
вых аминокислот путем переноса аминогруппы на кетогруппу.

Д е к а р б о к с и л и р о в а н и е ,  сопровож даем ое расщ епле
нием соответствующей аминокислоты до амина и С 0 2.

Соответственно этому различные, в значительной степени 
специфические по отношению к определенным аминокислотам 
ферменты осущ ествляю т указанные типы реакций обмена ами
н оки сл от—  д езаминазы , аминоферазы, декарбоксилазы  [10].

Многие аминокислоты, как и белки, являю тся пригодными 
источниками азота и углерода для большинства видов микро
скопических грибов.

Изучение аминокислот с помощью хроматографии, колори
метрии, электрофореза и других методов с использованием му
тантов, полученных под воздействием радиоактивного излуче
ния и характеризую щ ихся разной потребностью в отдельных 
аминокислотах, позволило получить у грибов ряд общ ебиоло
гического значения данных по их обмену. В  этом отношении 
наиболее всесторонне изучен Neurospora crassa  и многочислен
ные мутанты. Н иж е приводим некоторые результаты этих ис
следований.

Полученные под воздействием лучевой энергии мутанты 
Neurospora crassa,  нуждаю щ иеся в определенных аминокисло
тах, служили моделью для изучения некоторых вопросов об
мена аминокислот. Ш таммы Neurospora crassa, нуждающиеся 
в метионине, треонине, гомосерине, позволили установить вза и 
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м освязь  этих аминокислот в процессе метаболизма [48а, 49], а 
штаммы, нуждающ иеся в лизине, аргинине, а-аминоадипиновой 
кислоте —  промежуточные звенья в биосинтезе лизина [68]. П о
лучены и изучены изолейцин- и валинзависимые штаммы [30, 
100а, 101] гриба, а т а к ж е  нуждающ иеся для роста в антрани- 
ловой кислоте, индоле и триптофане [31, 73, 91, 92], ниацине и 
никотиновой кислоте, аргинине, орнитине, цитрулине [55], лей
цине и а-кетоизокапроновой кислоте, глицине, серине [106]. На 
пуринзависимых ш там м ах  изучалось влияние гуанина, гуано- 
зина, гуаниловой кислоты и ксантина на рост гриба [47].

Пиридинзависимые штаммы росли при добавлении в среду 
а-аминомасляной кислоты или треонина; значительно стимули
ровался рост при добавлении незначительных количеств пири
мидина [46, 66, 100]. Биосинтез гистидина изучен при исполь
зовании гистидинзависимых ш таммов Neurospora crassa  [17, 18].

Метионинзависимые штаммы обладали разной способностью 
к росту: 1) только на среде с метионином; 2) на среде с метио
нином или цистином, цистатионом или гомоцистеином; 3) на 
среде с цистатионом, гомоцистеином, метионином; 4) на среде 
с метионином и гомоцистеином.

Эта их способность использована для изучения метаболизма 
цистеина и метионина [47].

Изучены штаммы N. crassa  с неодинаковой способностью 
потребления аргинина, пролина и близких к ним соединений 
[48, 89]. И сследовали сь т а к ж е  ферменты, принимающие у ча
стие в метаболизме отдельных аминокислот: аминокислотные 
оксидазы [55], трансаминазы, дегидразы и др.

Бартон [32] испытал 17 ш таммов Neurospora crassa  и три 
ш тамма N. sitophila и показал, что при определенных условиях 
культивирования все культуры образуют с различной активно
стью L -аминокислотную и D -d-аминокислотную оксидазы. О то
бран наиболее активный штамм и изучены условий о б р а зо ва 
ния L -аминокислотной оксидазы при выращивании гриба в 
стационарной культуре на минерально-сахарозно-казеиновой 
среде с биотином. М аксимум образования L -аминокислотной 
оксидазы в мицелии и культуральной жидкости отмечен на 12-й 
день роста. Изучены свойства фермента и его строение. Автор 
предположил, что обнаруженный в ферменте связанный фла- 
вин-аденин-динуклеотид является его простетической группой.

Тэйер и Горович показали, что L -аминокислотная оксидаза 
N. crassa  дезаминирует значительное число L -аминокислот до 
соответствующих кетокислот и аммиака. В  экстрактах из мице
лия выделена d-аминокислотная оксидаза, оптимум pH 8 ,0— 
8,5, фермент не угнетается цианидом, йодацетатом и бензоа
том. Активно окисляет d-формы следующих ам-инокислот: ме
тионина, фенилаланина, норвалина, цитрулина, аргинина, а- 
амино-п-масляной кислоты, лейцина, норлейцина, изолейцина
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и глутаминовой кислоты. Не окисляет глицина, серина, треони
на, пролина, р-аланина, (5-амино-п-масляную, а-амино-а-этил- 
масляную, р,(3-диметил-а-амино-п-масляную, N, N-диметиллей- 
цин, лейцил-глицил и изовалин [55].

Орнитин трансам иназа  у Neurospora crassa  и ее роль в био
синтезе пролина изучались Файнгэмом [48].

Гриб выращивали поверхностным способом на минерально
сахарозной среде с микроэлементами и 0 ,0025  М L -аргинина. 
Ферментативную активность экстракта из мицелия определя
ли монометрическим методом в аппарате Варбурга с исполь
зованием в качестве специфических субстратов натрий-кето- 
глю тарата, 0,2 орнитина солянокислого в атмосфере 5%  С 0 2 
и 9 5 %  N, pH 7,3.

Орнитин трансаминаза из экстрактов мицелия гриба, по 
данным автора, осущ ествляет перенос 6-аминогруппы L -орни- 
тина в а-кетоглутаровую кислоту, что сопровож дается  обра
зованием глутаминовой кислоты и глутаминового у-полуальде- 
гида. По данным автора, фермент осущ ествляет синтез орни
тина из последнего соединения и глутамата. Отмечено, в за в и 
симости от используемых аминокислот, наличие не менее че
тырех трансаминаз.

А ланин-глутамат-трансаминаза проявляла низкую актив
ность в отсутствии пиродоксалфосфата и присутствии различ
ных экзогенных аминокислот; асп арат-глутам ат-трансам иназа  
с высокой активностью, не всегда зависящ ей от наличия ами
нокислот, и орнитин-глутамат-трансаминаза, активность кото
рой повы ш алась  в 2— 3 раза  в присутствии аминокислот. Н а 
блю д алась  глутамат-трансаминазная активность в отношении 
фенилаланина, изолейцина, валина, лейцина, норлейцина, нор- 
валина, метионина, а-амино-масляной кислоты и триптофана, ко
торая значительно возр астал а  в присутствии ряда аминокислот.

Кинуренин-трансаминаза превращ ает кинуренин и 3-гидроок- 
сикинуренин соответственно до кинуриновой и ксантуреновой ки
слот [60а]. Выделена и изучена фенилпируваттрансаминаза [86].

Сериндегидраза N. crassa  получена в концентрированном 
виде. И зучалось ее влияние на количественный выход пирувата 
и аммиака из D -серина (оптимум действия при pH 8,1— 8,2) и 
влияние различных субстратов на активность фермента.

Выделены и изучены ферменты амидазолеацетол-фосфат- 
трансаминаза из гистидинзависимого ш тамма Neurospora cras
sa [17], триптофандесмолаза [104, 105] и некоторые другие фер
менты.

И спользование N. crassa  и многочисленных мутантов позво
лило получить ценные в общебиологическом отношении данные 
о некоторых сторонах обмена аминокислот [38]. Были предло
жены мутанты гриба для определения отдельных аминокислот, 
холина, цитодина, уредина и иных соединений.
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Сануэл и Лэйт [84] выделили и изучили свойства двух глу- 
тамикодегидроген аз Neurospora crassa.

Ферменты выделялись из мицелия после 48 час роста на 
качалке. П осле отделения от культуральной жидкости мицелий 
зам ор аж и вал и  при — 20° С в течение 2— 3 час, затем растирали 
в ступке и экстрагировали тремя объемами буфера, pH 8,5. 
Освобождение от остатков мицелия достигалось центрифугиро
ванием при 11 тыс. оборотов в течение 15 мин.

По данным авторов, одна глутамикодегидрогеназа является 
специфической к трифосфопиридиннуклеотиду, вторая —  к ди-

Рис. 37. Рост  Neurospora crassa в зависимости от 
наличия различных аминокислот в среде:
t — 0-алан и н , 2 — а-аланин; в  уменьшенном м асш табе — 
изменение pH во время роста (по A u rich ).

фосфопиридиннуклеотиду. Первый фермент имеет оптимум 
pH 8,3, второй —  7,5. Сануэл [83, 83а] изучил т а к ж е  у Fusarium  
oxysporum  дегидрогеназы глютаминовой кислоты. Они о б л а
дали специфичностью к трифосфопиридиннуклеотиду и ди- 
фосфопиридиннуклеотиду. Аналогичные специфические дегид
рогеназы глутаминовой кислоты установлены у Periconia огу- 
sae [61]. В  опытах Аурих [25а] установлено, что использованный 
автором штамм N. crassa  гораздо лучше использует а-аланин, 
чем р-аланин как в присутствии, так  и без пиродоксаль-5-фос- 
фата в среде. В  среде с сс-аланином максимум роста гриба на
блю дался на шестой, а в среде с (3-аланином —  на 18-й день 
(рис. 3 7 ) .  Автор предполагает, что при метаболизме а-алаиина 
участвуют иные ферментные системы, чем при метаболизме 
(3-аланина.

Д ж о н с [60] показал, что у Botrytis cinerea  накопление ами
нокислот в мицелии ингибируется при разобщении процессов 
окислительного фосфорилирования.

Реед, Хелделайн и В а н г  [79] исследовали пути биосинтеза 
некоторых аминокислот интактными клетками Penicillium digi-
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fatam  в среде с глюкозой, меченной по углероду ( С 14) во вто
ром и шестом положениях. По данным авторов, аланин о б р а
зуется главным образом путем переаминирования пировино- 
градной кислоты, возникающей при гликолизе, серин — из гли
цина, а глицин —  из глиоксалевой кислоты, образуемой при 
наличии пентоз, появляю щ ихся при разрушении фосфоглюко- 
натов. Глутаминовая кислота образуется из промежуточных 
продуктов превращения глюкозы в цикле трикарбоновых 
кислот.

Значительное число исследований с использованием мече
ных аминокислот посвящено аминокислотному обмену Penicil
lium chrysogenum  в связи с биосинтезом пенициллина [20, 
24, 90].

Винц и Гхош [98а] изучили окисление d- и L -форм амино
кислот интактными и разрушенными клетками мицелия Реп. 
chrysogenum  НА-9, полученного при промышленном производ
стве  пенициллина. Согласно их данным, при pH 2,6 все изу
ченные L -формы аминокислот, за исключением L -пролина, 
окислялись быстро; при pH 7,0 окисление аминокислот, кроме 
цистеина, происходило после некоторого периода адаптации. 
D -формы сравнительно слабо  окислялись, кроме D- и L -глу- 
таминовой и D- и L -аспарагиновой кислот. Окисление разру
шенными клетками происходило более интенсивно, чем целыми.

Дью лани [40, 41] установлено образование свободного лизи
на в культуральной жидкости грибов Ustilago maydis, Gliocla- 
diu.nl sp. (roseum ), Monochaetia unicornis, Darluca filum, Tri- 
choderma viride  при глубинном культивировании на минераль- 
но-декстрозной среде с N a N 0 3, (N H 4) 2H P 0 4 или N H 4N 0 3 в 
качестве источников азота. По данным автора, наиболее вы со
кий выход лизина отмечен у Ustilago maydis  —  до 400  мг/мл  
среды; в последней сод ерж атся  т а к ж е  значительные количества 
аргинина и гистидина. С одерж ание свободных аминокислот в 
культуральной жидкости связан о  с интенсивностью роста ми
целия. Автор считает, что грибы могут быть использованы для 
промышленного получения лизина и других аминокислот.

Курц и Эриксон [62] изучали синтез лизина, треонина вида
ми Ustilago в зависимости от условий культивирования.

В  связи с возм ож ностью  использования микроорганизмов 
для получения аминокислот Реде, Холл, Андерсон, Нельсон и 
др. [80] определяли содерж ание лизина, метионина и трипто
фана у бактерий, д рож ж ей  и 135 штаммов, принадлежащ их к 
131 виду микроскопических грибов.

Грибы выращ ивали на качалке в полулитровых колбах с 
140 мл  среды, содерж ащ ей: глюкозы —  33 г; д р о ж ж евого  
экстракта —  2,5 г; мочевины —  2 г; К Н 2Р 0 4 — 1,5 г ; M g S 0 4 •
• 7Н 20  —  0,5 г в 1 л. П родолж ительность ферментации— 66 час 
при 28— 29° С.
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По данным авторов, содерж ание этих аминокислот в мице
лии микроскопических грибов, так  ж е  как и азота белка, не 
уступает содержанию их в двух других группах изучавшихся 
микроорганизмов (табл. 3 5 ) .  Азот метионина и триптофана 
составляет  приблизительно 1% по отношению к азоту белка. 
Наиболее высокий выход метионина —  2,6 г на 16 г —  был у 
Dematium pullulans, тр и п тоф ан а—  1,5 г на 16 г белка —  т ак ж е  
у этого вида и Humicola grisea. Содерж ание лизина в мицелии 
колебалось от 3 г на 16 г азота  у The lav ia sepedonium  до 12,2 г 
на 16 г азота у Absidia orchidis. Изучена т а к ж е  потребность в 
аминокислотах у различных видов грибов.

Т а б л и ц а  35

Суммарное среднее количество лизина, метионина 
и триптофана, содерж ащихся в бактериях, д р о ж ж а х  
и грибах

Г руп па Число изучен
ных штаммов Аминокислота

Содержание 
азота амино

кислоты

Бактерии 8 6 Лизин
Метионин
Триптофан

6 ,50  ± 1 , 9 7  
1,75 ± 0 , 6 4  
0 ,3 2  ± 0 , 1 1

Д р о ж ж и 271
Лизип
Метионин
Триптофан

7 ,19  ±  1,07 
1,15 ±  0 ,27  
0 ,8 0  ± 0 , 2 3

Г рибы 135 Лизин
Метионин
Триптофан

6 ,75  ± 1 , 4 9  
1,25 ± 0 , 4 5  
0 ,8 3  ± 0 , 2 8

Количественное содерж ание и направленность биосинтеза 
аминокислот зависит от условий культивирования. Особый ин
терес могут представлять исследования по выявлению условий 
биосинтеза аминокислот, в значительном количестве вы д ел яе
мых в питательную среду.

Хайн [53] изучил состав свободных аминокислот в мицелии 
четырех видов Phytium : Р. ultimum, P. arrhenomones, P. de-Ba- 
ryanutn, P. aphanidermatum.

Грибы культивировали поверхностным способом в течение 
10 дней на минеральной среде с глюкозой и азотнокислым 
натром. Свободные аминокислоты определялись в концентри
рованном 5 0 % -ном этаноловом экстракте из сырого мицелия 
после удаления из него примесей солей. Наличие свободных 
аминокислот определялось хроматографически по реакции с 
нингидрином, а количественное определение производилось по
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интенсивности окраски пятен при помощи фотовольтового ден
ситометра.

П оказано, что такие аминокислоты, как аспарагиновая, глю
таминовая, серин, глицин, а-аланин, лизин, аргинин, гамма-ами- 
нобутировая, лейцин и цистеин образуют все четыре вида. 
P. arrhenomones, Р. aphanodermatum, в отличие от двух дру
гих изучавш ихся видов, образую т пролий и весьм а незначи
тельное количество аспарагиновой кислоты; у этих ж е  двух 
видов не отмечен аспарагин и глютамин. В се  четыре вида 
со д ер ж ат  цистеин, аспарагиновую кислоту и в незначитель
ном количестве глицин (табл. 3 6 ) .

Т а б л и ц а  36

Встречаемость и относительные концентрации аминокислот в мицелии разных 
видов P hytiam

Аминокислоты Ph. ultimum Ph. arrheno
mones

Ph. de-Bary- 
arium

Ph. aphanide- 
rmatum

Аспарагиновая . . . . 0 , 1 2 0,05 0,19 0,03
Глю таминовая . . . , 0,60 0,85 1 , 1 2 0,52
Серин ...................................... 0,48 0,32 0,50 0,33
Глицин . . . 0,38 0,19 0,30 0 , 1 2

Альфа-аланин . . . . 1,78 1 , 0 0 1,45 1,48
А с п а р а г и н .......................... 0 , 1 0 — 0,15 —

Глютамин ........................... 0,15 — 0 , 1 2 —

Л и з и н ..................................... 1,70 1,35 1,36 1,17
А р г и н и н ................................ 0,89 0,50 0,85 0,52
Т и р о з и н ................................ 0 , 1 0 — 0,15 —

Гамма-аминобутировая . 0,32 0,58 0,55 0,16
Валин ..................................... 0.90 0,17 0,60 0,24
Л е й ц и н ................................. 0,15 0,14 0,19 0 , 1 2

Ц и с т е и н ................................ 0,07 0,03 0,07 0 , 0 1

Пролин ................................. — 0,30 — 0,18
Неидентифицирован-

ные аминокислоты — 0 , 1 0 0,14 —

Мейерс, Найт [67] предложили синтетическую среду для 
глубинного культивирования Penicillium roqueforti с целью 
получения мицелия гриба.

Д л я  накопления мицелия хорошими источниками азота 
являю тся аммоний и аминокислоты; нитраты менее пригодны. 
При росте на среде с сульфатом аммония, как единственным 
источником азота, Pen. roqueforii синтезирует аминокислоты 
и белки.

Авторы изучали состав аминокислот в мицелии и конидиях 
гриба в зависимости от условий культивирования. Аминокис
лоты определялись в водном экстракте из мицелия (после полу
часового кипячения его) методом бумажной хроматографии; 
для определения отдельных аминокислот применялся ряд спе
циальных методов. Установлено наличие следующ их аминокис-
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лот  в мицелии Pen. roqueforti (расположены по количествен
ному сод ерж ан и ю ): аланин, глютаминовая, аспарагиновая, 
изолейцин, лейцин, аргинин, серин. Обнаружены следы таких 
аминокислот, как глицин, треонин, лизин, фенилаланин, трип
тофан, тирозин, гистидин, метионин и валин. Пролин и окси- 
пролин не были обнаружены. Аминокислоты составляли 5—  
15% общего азота в ми
целии гриба и конидиях.
Уровень синтеза белка и 
аминокислот зависит от 
возраста  культуры гри
ба, условий извлечения 
белка и освобождения 
аминокислот (табл. 3 7 ) .
При азотном гол ода
нии увеличивается выход 
аминокислот в вы тяж ке, 
что, по-видимому, может 
быть связано с гидроли
зом белка и о св об о ж д е
нием аминокислот. А вто
ры отмечают, что отно
сительно, продолжительный период роста мицелиальных грибов 
представляет интерес для изучения некоторых вопросов обмена 
белка и аминокислот в клетках мицелия различного возраста.

Агнихорти и Меротра [15, 16] исследовали наличие свобод
ных и связанных аминокислот видов аспергиллов —  A. nidu
laris, A. violaceus, A. variecolor, A. rugulosus, A. quadrilinia- 
tus —  при культивировании на минеральной сахарозно-нитрат- 
ной среде. Аспарагиновая, глутаминовая кислоты, глицин, с е 
рин, аланин, аргинин, валин, лейцин и изолейцин в свободном 
виде отмечены у всех изучавш ихся видов; гистидин и изолей
цин —  только у A. variecolor; аминомасляная кислота отсут
ствует  только у A. nidularis. Пролин и треонин находились 
только в связанном состоянии.

Эмильяни и де Д ев ь е  [44] обнаружили значительное коли
чество аминокислот в автолизированном мицелии Asp. niger  —  
продуцента лимонной кислоты. Автолиз мицелия двух-, тр ех
дневной культуры на минерально-сахарозной среде проводился 
1% -ны м раствором уксусной кислоты при анаэробиозе или 
температуре 48° С. При обработке одним из указанных спо
собов мицелий теряет до 50%  веса. Анализ продуктов автолиза 
показал  наличие не только аминокислот, но и ряда других 
соединений —  сахаров, спиртов, глюкопептидов, кислот (табл. 
3 8 ) .  Оболочки клеток мицелия Asp. niger  сод ер ж ат  полисаха
риды, в которых после их гидролиза обнаружены глюкоза,

Т а б л и ц а  37

Содержание азо та  в аминокислотном 
комплексе в зависимости от возраста 
культуры Pen. r o q u e fo r t i  при глубинном 
культивировании

Возраст 
культу
ры, дни

Сухой вес 
мицелия, мг

Азот аминокислот 
(% общего азота 

мицелия)

3 47 2 11,5
4 640 7,6
6 655 6,8
7 657 6,1
8 65 4 8,6
9 67 5 5,2
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маш юая, гал актоза , глюкоз а мин и аминокислоты, главным 
образом аланин, серии, аспарагиновая и глутаминовая.

Цистеин м ож ет синтезироваться Asp. nidulans  при росте на 
среде с сульфатами, сульфитами и тиосульфатами, а т а к ж е  при 
действии на эти соединения сухого ацетонового препарата ми
целия гриба.

Т а б л и ц а  38

Характеристика компонентов в автоли затах мицелия
Asp. niger

АЗОТНЫЕ КОМПОНЕНТЫ

А м и н о к и с л о т ы
Аланин
Глутаминовая
Глицин
Лизин
Фенилаланин
Пролин
Аргинин
Серии
Треонин
Тирозин
Лейцин
Изолейцин
Валин
Г истидин
Триптофан
Цистеин
Метионин

Д р у г и е  к о м п о н е н т ы  
Пептиды низкого молеку

лярного веса 
Аденин 
Атмонин 
Протеинины

САХАРА И РО Д СТВЕН Н Ы Е 
КОМ ПОНЕНТЫ

d-Глюкоза
Фруктоза
Рибоза
Ксилоза
Дигидроксиацетон 
Гликоловый ангидрид 
Глюкозамин

МНОГОАТОМНЫЕ
СПИРТЫ

d-Маннит 
d-Арабит 
I- Эритрит 
Глицерин 
Инозит

кислоты

О р г а н и ч е с к и е

Лимонная
Янтарная
Яблочная
Ф умаровая
Аконитовая
Глицериновая
Пировиноградная
а-Кетоглю таровая

Н е о р г а н и ч е с к и е

Фосфорная
Серная

ГЛ И КОП ЕП ТИ ДЫ

Состоят из сахар ов  (ман- 
нозы, глюкозы, галакто
зы) и аминокислот (гл а в 
ным образом аланина, се- 
рина, глютаминовой, а с 

парагиновой).

Шеферд [87] установил, что ацетоновый экстракт мицелия 
Asp. nidulans  содержит пиродоксаль (декарбоксилазу  амино
кислоты, имеющую активную группу пиридоксальфосфат) и 
пировиноградную или глютаминовую кислоту. Наличие этих 
субстратов в экстракте гриба обусловливает синтез цистеина
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из минеральных источников —  сульфата, сульфита и тиосуль
фата, который идет по схеме: сульфат-н>-сульфит—>-цистеинсуль- 
финовая кислота—>-цистеин.

Синтез цистеина из сульфата и сульфита повыш ался при 
добавлении пиридоксаля, пировиноградной и глутаминовой кис
лот. При этом отмечено, что использование глутаминовой кис
лоты и приводит к накоплению цистеинсульфиновой кислоты. 
Синтез цистеина из тиосульфата происходил без добавления 
этих веществ, но значительно повыш ался при добавлении се- 
рина и не соп р овож дался  накоплением цистеинсульфиновой 
кислоты. Изучены пути биосинтеза цистеина паратиотрофными 
мутантами Asp, nidularis, полученными при УФ облучении. М у 
танты отличались по потребности в различных источниках серы 
для прорастания конидий и роста гриба и, по мнению автора, 
несколько отличаются синтезом цистеина. Автором о б су ж д е
ны пути биосинтеза цистеина у различных микроорганизмов.

Наличие аминокислот и некоторые вопросы их обмена у 
отдельных видов фузариев изучались рядом авторов. Ф люк и 
Рихль [50], определяя в динамике наличие аминокислот в ми
целии и культуральной жидкости Fusarium oxysporum  f. lyco- 
persici, обнаружили 20 аминокислот и отметили связь  меж ду 
накоплением цитрулина, аланина и фузариевой кислоты.

Н ат ар ад ж ан  [71] исследовал аминокислоты в мицелии и 
культуральной жидкости Fusarium oxysporum  f. vasinfectum  
в зависимости от возр аста  и источников углеродного питания. 
Сануэл [83, 83а] из Fusarium lycopersici ( =  F . oxysporum  f. 
lycopersici)  выделил фермент, катализирующий превращение 
а-кетоглютаровой кислоты в глутаминовую. Трансам иназа  гри
ба осущ ествляла перенос аминогруппы из тирозина, орнитина, 
аланина, метионина, лейцина, пролина, фенилаланина, трип
тофана, валина и аспарагиновой кислоты.

Толба и С алх  [94, 95] показали, что L -метионин является  
непригодным источником азота для Fusarium culmorum, за д е р 
ж и вает  рост мицелия, энергию дыхания и синтез белка.

Эйнелли [33] изучал свободные аминокислоты в культураль
ной жидкости и мицелии 20 изолятов Fusarium solani  f. phaseo
li. Обнаружены аспарагиновая и глутаминовая кислоты, гли
цин, аланин, лизин, валин, лейцин, изолейцин, фенилаланин, 
треонин, гамма-аминобутировая кислота, глутамин. Отмечено 
повышение содержания глутаминовой кислоты, глицина, а л а 
нина у менее патогенных штаммов.

Билай, Закордонец [6а] установили наличие свободных ам и 
нокислот в мицелии и культуральной жидкости разных ш там 
мов Fusarium moniliforme  и F. oxysporum  в минерально-саха
розной среде с нитратным азотом. Качественное определение 
аминокислот в водных экстрактах мицелия и культуральной 
жидкости культур 5, 10, 15, 20 и 30-дневного возраста  прово
дилось методом бумажной хроматографии.
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Отмечена разница в комплексе свободных аминокислот в 
мицелии исследуемых видов и активности их образования б 
зависимости от возраста  культуры для отдельных штаммов. 
В  мицелии всех ш таммов F. moniliforme  отмечено наличие гл у 
таминовой и аспарагиновой кислот, валина, а-алаиина, р-фе- 
нилаланипа, лизина и триптофана. В  мицелии большинства 
ш там м ов F. moniliforme указанны е аминокислоты отмечались 
с пяти- до 30-дневного возраста , однако у отдельных —  только 
с 20— 30-дневного возраста. У некоторых ш таммов в 20-днев
ном возрасте  обнаружен 1-цистеин.

В  мицелии разных ш таммов F. oxysporum  аминокислоты 
обнаружены только начиная с 15— 20-дневного возраста  куль
тур. Так , серии — только в 20-дневных культурах, аспарагин 
и 1-цистеин —  в 15-дневных. У ш таммов F. oxysporum  отмечено 
наличие неопределенных нингидринположительных вещ еств в 
10-дневном возрасте, имеющих Щ 0,07, и в 30-дневном, имеющих 
Rf 0,53 (ниже вал и н а).  В  то время как  у культур F. moniliforme 
в мицелии лизин четко обнаруж ивается  с пяти- до 30-дневного 
возраста , у ш таммов F. oxysporum  лизин отмечен (в значительно 
меньшей степени) только начиная с 15- до 30-дневного возраста.

В культуральной жидкости ш таммов F. moniliforme  вы я вл е
ны глутаминовая, аспарагиновая кислоты, лизин и а-аланин в 
во зр асте  5— 15 дней, а у отдельных ш таммов F. oxysporum  —  
глутаминовая кислота, цистеин и лизин —  только у пятидневных 
культур, аспарагиновая —  у 15-дневных, а а -а л а н и н — 'у 15—  
60-дневных.

Сэйрбгой [85] отметил, что у ряда видов Mucorales  содер
ж а т с я  в свободной и связанной формах аспарагиновая, гл у та
миновая кислоты, глицин, серин, |3-аланин. В  спиртораствори
мой фракции из мицелия отсутствуют треонин, гистидин, изо
лейцин, триптофан.

Ш ормюллер и Гертнер [85 а] изучали интенсивность вк л ю 
чения С 0 2 (меченной по углероду) в аминокислоты мицелия 
Реп. cannemberti  v. candidum  в зависимости от возраста. У ст а 
новлено, что наиболее активно углекислота вклю чается  в а сп ар а
гиновую и глутаминовую кислоты, треонин, пзолейцин, аргинин, 
глицин, пролин. О бсуж дены пути обмена аминокислот у гриба.

Хиросуке и др. [74] изучали свободные аминокислоты в ми
целии и культуральной жидкости 38 изолятов Pellicularia fila- 
mentosa, отличающихся разной патогенностью для риса. У с т а 
новлено наличие 12 свободных аминокислот.

Степанова [14] у различных по патогенности изолятов Phy- 
tophora infestans  исследовала состав  аминокислот и п оказала, 
что более патогенные штаммы отличались от менее патогенных 
меньшим содержанием триптофана.

Биосинтезу аминокислот отдельных видов базидиальных 
грибов посвящены работы ряда авторов [26, 52, 96, 99 и др.].
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11І1 токсины

К этой группе веществ, в последнее время изучаемых у мно
гих видов микроскопических грибов, относятся различной хи
мической природы метаболиты —  кислоты, производные стеро- 
лов, ароматических соединений и др.

Токсины, образуемые различными видами микромицетов, 
отличаются более или менее выраженным специфическим дей
ствием на организм человека, животных, растений. К числу 
наиболее изученных могут быть отнесены виды грибов —  в о збу 
дителей алиментарных токсикозов человека и сельскохозяй 
ственных животных, а т а к ж е  ряд фитопатогенных грибов. Т о к 
сины одних видов грибов (например, Stachybotrys alternans, 
Dendrodochium toxicum, Fusarium sporotrichiella) обладаю т 
общеплазматическим токсическим действием на клетки ж и вот
ного и растительного организмов, других (например, Helmin- 
thosporium victoriae)— проявляют узкоспецифическое действие 
на растения определенных сортов.

Изучение токсинов микроскопических грибов развивается 
в нескольких направлениях: установление химической природы 
и роли этих метаболитов в процессах обмена вещ еств разных 
видов грибов —  их продуцентов; выяснение их роли в патоге
незе заболеваний человека, сельскохозяйственных животных и 
растений с целью рекомендации обоснованных специфических 
мероприятий по борьбе с ними. Исследования в этом плане 
имеют особо важ ное значение. Нередко из-за отсутствия д а н 
ных по распространению определенных видов токсических гри
бов на пищевых и кормовых субстратах не проводятся необ
ходимые санитарно-гигиенические мероприятия по предупре
ждению заболеваний, вы зы ваем ы х этими грибами. В других 
случаях заболевания (особенно хронические) человека или 
сельскохозяйственных животных, причиной которых являются 
токсические грибы, нередко остаются незамеченными или не
правильно диагностируются.

К ак  показали наши многолетние наблюдения [6, 8, 63— 68], 
такие остротоксические виды грибов, как Stachybotrys alter
nans, Dendrodochium toxicum, Fusarium sporotrichiella pacnpo-
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странены довольно широко. Они могут вы зы вать  как алимен
тарные токсикозы, так  и пневмомикотоксикозы, возникающие 
обычно у людей, работающ их с целлю лозосодерж ащ им про
мышленным сырьем, реж е —  с кормами, пораженными этими 
видами грибов [80, 81].

В  связи с этим широкая информация об установлении но
вых видов грибов, обладаю щ их токсическими свойствами, осо 
бенно для человека, имеет не только научное, но и важ ное 
значение в области здравоохранения, ветеринарии.

Необходимо т а к ж е  отметить, что изучение специфичности 
действия токсинов или их отдельных компонентов на организм 
животных, растений и микробов м ож ет д ать  ценные данные о 
возмож ном практическом их использовании в качестве лечеб
ных средств.

Если исследования в первых двух направлениях представле
ны значительным числом работ разных авторов, то в послед
нем они только начинаются. М еж д у  тем, они, несомненно, мо
гут д ать  не только важ н ы е теоретические данные, но и 
определить область  применения группы новых физиологически 
активных веществ. Токсины микромицетов, подобно алкалои
дам  высших растений, ядам животных, токсинам спорыньи, 
вероятно, могут применяться в медицинской практике в каче
стве  лечебных веществ.

В  настоящ ем разделе приводятся краткие сведения о т ок 
синах грибов-возбудителей алиментарных токсикозов челове
ка и сельскохозяйственных животных, условиях их биосинтеза, 
а т а к ж е  о токсинах фитопатогенных грибов.

Н аряду с изучением токсинов микроскопических грибов в 
настоящ ее время проводятся широкие исследования по изу
чению токсинообразования Claviceps purpurea  при культиви
ровании в сапрофитных условиях [107, ИЗ, 122, 130, 131, 134, 
136, 155— 159, 178, 209, 211, 212, 221 и др.] Т а к ж е  изучаются 
токсины видов базидальны х грибов, в том числе обладаю щ их 
галлюциногенными свойствами [108, 160, 181, 223 и др.].

ТОКСИНЫ ГРИБОВ,
ВЫЗЫВАЮЩИХ АЛИМЕНТАРНЫЕ ТОКСИКОЗЫ 
ЧЕЛОВЕКА И ЖИВОТНЫХ

Микотоксикозы —  заболевания, возникающие у человека и 
сельскохозяйственных животных при употреблении продуктов 
или кормов, пораженных определенными видами токсических 
грибов.

Токсические свойства многих видов шляпочных грибов были 
установлены еще в глубокой древности. Токсичность грибов, 
развивающ ихся на продовольственных продуктах и кормах,
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впервые начали изучать в X V I I  в., когда были установлены 
ядовитые свойства «рож ков» (склероциев) спорыньи, р азви 
вающ ейся на ржи и других зл ак ах .  По литературным данным, 
поражение зл ак о в  грибом Clavicerus purpurea  на протяжении 
многих столетий часто носило массовый характер и приводило 
в различных странах к возникновению эпидемий эрготизма [65].

В  результате многочисленных исследований были устан ов
лены характерные признаки эрготизма, восприимчивость к не
му различных животных, изучены ядовитые вещ ества  «рожков». 
Обнаружение специфического действия ядовитых вещ еств 
«рож к ов»  спорыньи на гладкую  мускулатуру матки дало  в о з 
м ож ность использовать их в медицине.

В настоящ ее время отравления людей спорыньей практиче
ски не имеют места, но для животных они в отдельные годы 
все ж е  представляю т опасность. Интерес ученых к изучению 
биологии и физиологии гриба не о сл абевает  в связи с р а зр а 
боткой методов культивирования спорыньи для получения т ок 
синов и изучения процессов их биосинтеза.

В конце X I X  —  начале X X  в. русские ученые исследовали 
токсический гриб Fusarium graminearum,  вызывавш ий на Д а л ь 
нем В остоке заболевания людей при употреблении хлеба из 
пораженного им зерна («пьяный х л е б » ) .  Впоследствии токси
ческие свойства этого гриба изучались в Западной Европе 
и в США.

В о  второй половине X I X  в. и в первой четверти X X  в. было 
проведено значительное количество исследований токсичности 
головневых и ржавчинных грибов для людей и сельскохозяй 
ственных животных. О днако единого мнения о токсичности 
изучавшихся видов головневых грибов в литературе нет.

О стается  невыясненным и вопрос о наличии токсических 
свойств у ржавчинных грибов, наиболее распространенных на 
кормовых растениях. Утверждения об их токсичности экспе
риментально не проверялись и, весьм а вероятно, что они сильно 
преувеличены. Ещ е в большей степени это касается  мучнисто
росяных грибов (E r y s y p h a c e a e ) . Сведения о наличии у них 
токсических свойств относятся к прошлому столетию [65].

В  некоторых странах Западной Европы наблюдали о тр ав
ления лош адей клевером, пораженным паразитным грибом 
Polythrincium trifolii (вы зы вает  образование на листьях бурых 
п я те н ) .

В  начале X X  в. описаны случаи отравления сельскохозяй
ственных животных в тропических и субтропических странах 
грибом Claviceps paspaii, пораж аю щ им виды растений рода 
Paspalum.

З а  последние 15— 20 лет достигнуты значительные успехи 
в изучении алиментарных микотоксикозов людей и сельскохо
зяйственных животных. У становлена роль гриба Stachybotrys
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alternans в этиологии стахиботриотоксикоза лошадей и некото
рых заболеваний людей [23], Dendrodochium toxicum— в этиоло

гии дендродохиотоксикоза людей и лошадей [65], Fusarium spo- 
rotrichiella — в заболевании людей алиментарнотоксической 

алейкией [24, 71 а]. Были установлены токсические свойства и 
ряда других видов микроскопических грибов, поражающих кор
ма, зерно и другие продовольственные продукты [63]. Однако 
многие виды грибов, довольно часто поражающ их корма и 
продовольственные продукты, остаются непроверенными в от
ношении их токсичности для сельскохозяйственных животных 
и человека. В этом аспекте заслуживают внимания виды гри
бов, известные как продуценты токсических антибиотиков, на
пример некоторые виды Penicillium, Gliocladium и др. Опреде

ленный интерес представляют также некоторые термотолерант
ные грибы (Lichthemia, Tieghemella, отдельные виды Aspergil
lus и др.), развивающиеся на самосогревающихся кормах и 
зерне [65].

Как известно, высокой токсичностью обладают патулин, 
глиотоксин, виридин, фумагилин и другие антибиотики, полу

чаемые из грибов (табл. 39).
Д аж е относительно хорош о изученные токсические грибы 

(St. alternans, D. toxicum, Fus. sporotrichiella) являются по- 
прежнему важным объектом исследования. Представляется 

весьма необходимым изучение отдельных рас  и форм этих ви
дов, продуцирующих токсические вещества, в той или иной 

степени отличающиеся по свойствам и по своему действию на 
организм человека и животных.

С т а х и б о т р и о т о к с и н ы  —  комплекс токсинов, веществ 

нейтрального характера, образуемых грибом Stachybotrys alter
nans, вызывающим заболевание человека и сельскохозяйствен

ных животных стахиботриотоксикозом. Заболевание впервые 
было обнаружено, примерно, в 1931 г., а в 1937— 1939 гг. кол
лективом советских ученых установлено этиологическое значе
ние гриба и дано ему упомянутое название [23, 28, 64, 65]. 
Наиболее детально в это время был изучен стахиботриотокси- 
коз лошадей, вызываемый токсином гриба при употреблении 
животными пораженного им корма (соломы, меньше — сена). 

Д о выявления токсических свойств виды рода Stachybotrys 
В о n о r d были описаны в литературе как сапрофитные грибы, 
поражающие различные целлюлозосодержащие субстраты. 
Пидопличко [64] описал две новые разновидности Stachybotrys 
alternans —  St. alternans v. Jathelii *, обладающую токсическими 

свойствами, и St. alternans v. atoxica, не обладающую ими.

* Название разновидности дано в честь принимавшего участие в изуче
нии стахиботриотоксикоза П. Д. Ятеля, который погиб во время Великой 

Отечественной войны.
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Сравнительная токсичность для лабораторных животных некоторых 
антибиотиков из грибов

Т а б л и ц а  39

'^тахиботриотоксикоз протекает в острой и в различной сте
пени выраженной хронической форме, характеризую щ ейся тре
мя стадиями. Н аиболее специфической является вторая — лей- 
копеническая. В этой стадии внешние признаки поражения  
ротовой полости, наблю даемы е в первой ф азе, могут исчезнуть
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Антибиотик

Токсичность для мышей, мг/кг

Примечание
Подкож

но
Внутри
венно

Внутри- 
брюшин» 

но

Токсич
ность для 
кроликов

Фреквеитовая кис
2250лота . . . . 1200 При многократном вве

дении—поражение по
чек. Слабо выводится 
из организма.

Цитринин . . . 

Пеницилловая кис

35 Л Д 50
35

Д Д 50 
19 внут
ривенно

Повторные сублетальные 
дозы вызывают пора
жение почек у кроли
ков; понижается кро
вяное давление у со
бак.

лота . . . . 110 250 110 В опытах на крысах ока
зывает антидиуретиче- 
ское действие и сла

бое дигиталикоподоб- 
ное действие на сердце.

Патулин . . . .  

Гельволовая кис

10— 15 25—35 10— 15 35 Возникают тяжелые па
тологические измене
ния органов и тканей 
при сублетальных до
зах в острых опытах.

лота . . . . ДД->о
400

Повторное введение вну
тривенно или подкож
но вызывает жировое 
перерождение печени.

Фумагилин . . . ДДоО
800

— 2000 —

Аспергилловая
кислота . . . 

Коевая кислота .

Глиотоксин 

Виридин . . . .

150 (для 
собак)

Л Д 5о5

250 
(Per os)

250
внутри

внутриб
НС

ЛД50
150

при
венном,
рюшин-
м

ЛД1оо
45—65



или отмечаются в различной степени. Количество лейкоцитов 
достигает 1— 2 тыс. и в третьей стадии — нескольких сотен и 
десятков в 1 мм3 крови. Это уменьшение происходит в основном 

за счет нейтрофилов и гранулоцитов. Гриб остротоксичен для 
организма, вызывает образование некрозов в слизистых носо
глотки, желудочно-кишечного тракта, точечных и пятнистых 
кровоизлияний в разных органах. Одним из патологоанатоми
ческих признаков является увеличение лимфатических, особен
но подчелюстных желез. Для определения токсичности St. alter
nans Ятелем впервые был применен метод кожной реакции 
(нанесение на депилированную кожу кролика культуры гриба 

или экстрактов из нее). ■
Заболевание человека проявляется в виде зудящей сыпи, 

переходящей в мелкие гноящиеся очажки, или в форме пневмо
микотоксикозов [40]. Возникает это обычно при соприкосновении 
с пораженным токсическим грибом кормом или промышленным 
сырьем. Аскалонов [2] установил, что к токсину данного гриба 

весьма чувствительны собаки, кошки, морские свинки, белые 
крысы и мыши, куры, голуби; в меньшей степени — овцы и 
козы, крупный рогатый скот. У коров отмечались потеря веса, 
уменьшение удоев молока, но при вскрытии убитых животных 
через 30 дней после начала опыта видимых патологических 

изменений органов не обнаруживалось. У молодняка крупного 
рогатого скота при длительном скармливании гриба наблюда

лись лейкопения и агрануллоцитоз —  с 19-го по 31-й день опыта 
количество лейкоцитов доходило до 2900, а к 50-у дню — 

до 960 в 1 мм3 крови, однако к концу опыта кровь была 
в норме.

Более детально стахиботриотоксикоз крупного рогатого 

скота изучался впоследствии Курмановым, Морошкиным, И з 
майловым, Мешковым и рядом других авторов [25, 26, 28, 39, 
45, 53, 54]. Установлено, что чувствительность крупного рога

того скота к токсину гриба определяется физиологическими 
особенностями пищеварения жвачных и в значительной сте

пени зависит от кормового рациона. При употреблении боль
шого количества кислого корма не происходит инактивации 

токсина.
St. alternans хорош о растет на природных целлюлозосо

держащих субстратах. В сильной степени поражаются грибом 
остатки грубых кормов из ячменной, овсяной соломы; гриб 
хорош о растет также на минерально-углеводных и комбиниро

ванных солевых средах с различными экстрактами. Элективной 
средой для выделения гриба из почвы, кормов или других суб
стратов может служить жидкая минеральная среда с фильтро
вальной бумагой как единственным источником углерода. Ток- 
синообразование является относительно стабильным физиоло

гическим признаком St. alternans.
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Как свежевыделенные штаммы разного происхождения, так 
и длительно культивируемые сохраняют способность к токси- 
нообразованию, которая в разной степени проявляется у 

отдельных штаммов [3, 64, 65, 101]. При глубинном культивиро
вании на среде Чапека с сахарозой токсин образуется преиму
щественно в культуральной жидкости, при этом наибольшей 
токсичностью обладают эфирные и спиртовые экстракты, они 
же проявляют слабое антибиотическое действие.

При использовании радиоактивных по S35 тиомочевины, ме

тионина, витамина В и сернокислого натра отмечено, что наи
лучшим образом  грибом усваивается тиомочевина [27].

Стахиботриотоксин обладает также токсическим действи
ем на растительные ткани, вызывая их некрозы и отми

рание [9].
Фиалков и Серебряный [98] изучили химическую природу 

токсинов St. alternans, содержащихся в мицелии и конидиях 
гриба при росте на сусловом агаре в течение 30 дней.

Экстракция токсинов из мицелия проводилась эфиром, пе- 
тролейным эфиром, хлороформом, этанолом 90°, ацетоном, 
бензолом, дистиллированной водой, 0,1-н. N aO H  и 0,1-н. НС1. 
По данным авторов, вода и 0,1-н. НС1 извлекали мало токсина. 
Наиболее эффективно действовали этанол, хлороформ и эфир. 

При извлечении веществ 0,1-н. N aO H  мицелий превращался 
в коллоидный раствор темно-бурого цвета. Наибольшей ток
сичностью по реакции на кожу кролика обладал эфирный 
экстракт из мицелия и конидий гриба. При внутривенном вве
дении лошади он вызывал лейкопению и другие явления, харак 

терные для стахиботриотоксикоза.
Этим веществам авторы дали название стахиботриоток- 

синов.

Для выделения токсических веществ они применили метод 

фракционного осаждения петролейным эфиром. При первона
чальном прибавлении петролейного эфира (до ‘/3 объема) 
выпадал коричневый осадок. При вторичном быстром добав
лении двух-трех объемов петролейного эфира выпадал ам орф 
ный, быстро осаждающийся осадок, который многократно 

перекристаллизировался затем из эфира петролейным эфиром. 
Он обладал остротоксическими свойствами. Кроме этого, из 
маточных растворов был выделен еще темно-оранжевый пиг
мент, нерастворимый в этаноле и не обладающий токсическими 
свойствами. Из эфирного экстракта авторы выделили жидкое 
маслянистое вещество, не обладающее токсическими свойства
ми, в котором содержится стерин.

Из твердой части веществ в эфирном экстракте из 
культуры гриба выделено два вещества: стахиботриотоксин
А ----С 25-2бНз4-з80б, растворимый в эфире и обладающий
остротоксическими свойствами, и стахиботриотоксин Б, не
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растворимый в воде, слабо растворимый в хлороформе, по 
токсическим свойствам близкий к стахиботриотоксину А.

Полученные авторами данные позволили сделать вывод о 
том, что в мицелии и конидиях гриба содержится комплекс 

токсических веществ, токсинов и стеринов.
Н а основании изучения некоторых химический свойств и 

физиологического действия стахиботриотоксина А он отнесен 
к новой группе природных растительных сердечных ядов типа 
ядов ж аб  и стероидных сапонинов. П о химическому строению 
этот токсин относится к стероидам, производным пергидроци- 
клопенантенофенантрена, имеющему лактонное кольцо, по

строенное по типу лактонного кольца кумарина. Авторы счи
тают, что боковая цепь стахиботриотоксина представляет собой 
ненасыщенную лактонную группировку, а в ядре имеется двой

ная связь в четвертой гидроксильной группе, которая по реак
тивной способности близка с аналогичной связью холестерина 

и диогенина.
Пашевич [61] считает, что стахиботриотоксин имеет как свя

занные, но легко освобождающиеся, так и свободные кислот

ные группы.
Спиртовые растворы эфирного экстракта из культуры St. 

alternans, по данным Серебряной, вызывали подъем кривой 

сокращений изолированного сердца лягушки, т. е. в систоле, 
с  уменьшением диастолического расслабления. При действии 
на изолированное ухо кролика эти растворы вызывали сужение 
просветов его сосудов в меньшей концентрации, чем в экспери
ментах с изолированным сердцем. Экстракты культур молодого 
возраста не обладали токсическим действием. П о действию на 
изолированное сердце лягушки стахиботриотоксин подобен 

гликозидам из наперстянки.
Отдельные фракции стахиботриотоксина вызывают гемолиз 

эритроцитов, который не снимается добавлением холестерина, 

как это имеет место при действии сапонина [61, 71, 88].
У животных, больных стахиботриотоксикозом, снижается 

восстановительная щелочность крови, количество неорганиче
ского ф осф ора в крови и нарушается ретракция кровяного 
сгустка; последнее связано с уменьшением содержания тром
боцитов в крови [84]. В моче больных коров выявлены белок, 

желтые пигменты, в осадке большое количество лейкоцитов и 
клеток почечного эпителия [28]; обнаруживаются изменения в 
составе отдельных фракций белков крови: количество альбу
минов значительно уменьшается, а си, аг и (ii-глобулинов уве
личивается; появляется и увеличивается фракция уз-глобулинов. 
Значительно изменяется электрофоретическая подвижность 
отдельных фракций белков крови, наступающая раньше прояв
ления клинических признаков заболевания крупного рогатого 

скота [25, 26, 28].
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Стахиботриотоксин стабилен при хранении и устойчив к 

воздействию температуры — в течении двух часов выдерживает 

без значительной потери токсичности температуру 120° С, 
Устойчив он также и к воздействию минеральных и органиче
ских кислот, К М п04, действию света и У Ф  лучей. П о данным 

Бакай [4], гриб и конидии устойчивы к воздействию радиоак
тивных лучей — рентгена и ультрафиолетовых. После пятича
совой экспозиции гриб не терял жизнеспособности.

Стахиботриотоксин неустойчив к воздействию щелочей — 

при обработке пораженной соломы или токсина 0,5%-ными р а 
створами N aO H  или КОН, 1%-ным раствором аммония проис
ходит его инактивация.

Д е н д р о д о х и н ы  — токсины, образуемые грибом Deti- 
drodochium toxicum Р i d о р 1. et В і ї . ,  впервые описанным Пи- 

допличко и Билай при изучении заболевания лошадей дендро- 
дохиотоксикозом [63а].

D. toxicum относится к числу наиболее токсичных видов 
грибов. Скармливание животным грубых кормов, пораженных 
даже в незначительной степени, вызывает их отравление. Х а 

рактерной особенностью заболевания является быстрая гибель 
животных —  через 12— 24 час после поедания смертельной дозы 
токсического корма. Последняя для лощади составляла 350— 

450 г зараженной грибом мякины. При экспериментальном 

дендродохиотоксикозе лошадей заболевание протекало не только 
в острой, но также и в затяжной форме. В последнем случае 
отмечалось поражение слизистых ротовой полости, отечность 
губ, угнетенное состояние животного, нарушение сердечной 
деятельности и изменение состава периферической крови, з а 
медление седиментации эритроцитов [13].

При острой форме дендродохиотоксикоза лошадей харак 
терными патологоанатомическими признаками являются резко 

выраженный цианоз слизистых, переполнение кровью органов 
и тканей передней части тела, очаговые инфильтраты, крово
излияния, чаще точечного типа, почти во всех органах. Токсины 

гриба оказывают резко выраженное действие на нервный и 
гладкомышечный аппарат сердечно-сосудистой системы. При 

затяжной форме заболевания отмечались тяжелые некротиче
ские поражения, главным образом  в отделе толстых кишок [69].

Нанесение культуры гриба или эфирных, хлороформовых 
спиртовых экстрактов на депилированную кожу кролика вызы
вает его гибель. Патологоанатомические признаки — характер
ные для этого заболевания. Скармливание чистой культуры 
гриба или экстрактов приводит к быстрой гибели многие виды 
лабораторных животных [636].

Карповой-Бенуа отмечено также, что при нанесении эфирно
го экстракта из культуры Dendrodochium toxicum на депили

рованную кожу кролика наступает гибель животного. Ей пред
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шествуют явления гиперемии и отечности пораженного участка 
кожи, инъекции коронарных сосудов, поражения сердца, лег
ких, печени. В хроническом опыте отмечен энтерит с выделе
нием кусков слизистой ткани кишечника вместе с жидкими 

испражнениями. Автор считает, что по характеру действия на 
кожу человека токсин дендродохина напоминает поражение, 
вызванное ожогом от металла. При скармливании кошкам 

малых доз токсина отмечено глистогенное действие [30].
П о данным Петровского и Петровской [62а], этаноловый 

экстракт из культуры гриба вызывал в зависимости от кон

центрации более или менее резко выраженное падение кро
вяного давления, угнетение деятельности сердца, расширение 

периферических кровеносных сосудов. Малашенко показал 
[42а], что систематическое или периодическое скармливание 

корма, зараженного минимальной дозой (0,025%) дендродо
хина, вызывает задержку роста крыс, потерю веса. При этом 

взрослые животные теряли в весе больше, чем молодые. Н аи 

более чувствительны к дендродохину кролики (ЛДюо — 
1,9 мгікг), затем мыши (ЛДюо— 7,4 мгікг), морские свинки 

(Л Д ю о— Ю,7 мгікг), крысы (Л Д ю о— 13,3 мгікг) при вну- 
трибрюшинном введении. Как установили Пономаренко, Скир
та и Малашенко [70], неочищенный дендродохин, элюирован

ный с угля хлороформно-этанольной смесью, вызывает у ла
бораторных животных патологогистологические изменения, 

сходные с наблюдаемыми при естественном или эксперимен
тальном дендродохиотоксикозе лошадей. Патоморфологическое 
изучение павших животных показало, что неочищенный ден
дродохин в острых опытах оказывает токсическое действие 
прежде всего на гемодинамическую систему. Оно аналогично 
действию корма, пораженного D. toxicum или действию гриба 
при попадании в организм респираторным путем. Кроме того, 
дендродохин оказывает влияние на мышечную систему бронхо

легочного эластически мышечного каркаса, а также общетокси

ческое резорбтивное действие.
Образуется дендродохин как при поражении природных 

субстратов, так и при культивировании на различных средах. 
Богатые целлюлозой корма, растительные остатки, а также про

мышленное сырье при поражении грибом могут быть причиной 
возникновения заболевания человека и сельскохозяйственных 

животных.
Билай и Пидопличко [10, 11] показали, что при культивиро

вании на среде Чапека с глюкозой, сахарозой и крахмалом 
как источниками углерода дендродохин образуется в мицелии 
и культуральной жидкости при поверхностном и глубинном ме

тоде культивирования.
При первичной изоляции дендродохина путем адсорбции на 

уголь из культуральной жидкости с последующей элюцией хло
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роформом , этанолом, ацетоном, метанолом установлено, что 
наиболее токсичными являются неочищенные препараты, элюи

руемые хлороформом, этанолом.
Ряд растворителей для элюции дендродохина —  бутанол, 

воду, петролейный эфир, 0,1-н. НС1, бензол, метил-ацетат, ди
хлорэтан —  изучил Малашенко [42]. Полученные неочищенные 
препараты дендродохина обладали острым токсическим дей

ствием.
В организме животных дендродохин угнетает активность 

ферментных систем фосфорного и окислительного обмена [43]. 
Так, в острых опытах отмечалось значительное снижение 

содержания общего и органического ф осф ора в тканях мышц, 
печени, мозга морских свинок при значительном увеличении 

содержания неорганического ф осф ора по сравнению с нормой. 
Содержание общего ф осф ора снизилось в мышцах на 18%, в 

печени — на 10%, в мозгу —  на 6% ; органического ф осф ора — 
соответственно на 15, 14, 11%, а содержание неорганического 
ф осф ора  повысилось на 25, 24 и 23%.

С целью подбора тест-микроба для количественного опре
деления дендродохина изучены его антибиотические свойства. 
Установлено, что спирторастворимая фракция хлороформного 
экстракта обладает выраженным антигрибным действием. Так, 

если на бактерии дендродохин оказывал антибиотическое дей
ствие в концентрации 0,6— 10 мгімл, то на отдельные виды 
мицелиальных грибов и дрожжей он действовал в концентра

ции 14— 40 мкг/мл.
Дендродохин обладает антибиотической активностью в от

ношении отдельных видов фитопатогенных и патогенных ми
целиальных грибов и дрожжей. Неочищенный дендродохин 

задерживает рост Botrytis cinerea и Polyspora lini в концентра
ции 5— 20 мкг/мл; сапрофитные грибы более устойчивы к ден- 
дродохину. И з испытанных видов патогенных дерматофитов 
наиболее чувствительны к дендродохину Trichophyton crateri- 
forme (14— 25 мкг/мл), Microsporum lanosum (16— 30 мкг/мл).

Из испытанных видов дрожжей наиболее чувствительными 

оказались Candida stellatoidea 63 (5— 10 мкг/мл) и раса Sac- 
charomyces vini «Феодосия» (5— 10 мкг/мл). Эти две культу
ры были нами предложены в качестве теста для количествен
ного определения дендродохина [12].

Дендродохин является характерным метаболитом гриба. Он 
отмечается длительное время как в культуральной жидкости, 

так и в мицелии гриба.
Изучение динамики биосинтеза дендродохина в культураль

ной жидкости и мицелии гриба в зависимости от возраста по
казало, что в культуральной жидкости он обнаруживается, 
начиная с 24 час до 8— 9-дневного возраста при глубин
ном культивировании и до 60-дневного —  при стационарной
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культуре. Накопление дендродохина (Д І —  спирторастворимой 
фракции хлороформного элюата) в культуральной жидкости 
зависит от способа посева и ряда других факторов. Как видно 

из табл. 40, 41 и рис. 38, при посеве взвесью конидий макси-

Т а б л и ц а  40

Накопление дендродохина в культуральной жидкости в зависимости от 
возраста культуры при поверхностном методе культивирования D. toxicum

Возраст куль
туры, дни

1-я серия опытов * 2 -я серия опытов **

Исходное 
pH 6.0

Вес мице
лия, мг/мл

Выход,
мкг/мл

(Ф о

Исходное 
pH 6,0

Вес мице
лия, мг/мл

Выход,
мкг/мл
(ФІ)

1 6,6 0,8 74 6,2 1,3 45
3 6,3 1,2 80 6,3 1,4 242
5 6,4 1,5 144 6,0 1,6 366
7 6,36 1,8 470 6,0 2,2 5

10 6,31 1,6 120 6,1 1,3 70
15 6,4 2.2 258 6,0 1,2 20
20 6,5 2,3 392 6,5 1,0 37
30 6,0 3,3 422 6,6 1,4 17
60 6,7 3,8 110 6,7 2,6 150

* Посев взвесью конидий в матрасы с 500 мл культуральной жидкостью. 
** Посев инокулюмом (5 %) в матрасы с 400 мл культуральной жидкостью.

Т а б л и ц а  41

Содержание дендродохина в культуральной жидкости в зависимости от 
возраста культуры при глубинном методе культивирования D. toxicum

Возраст 
культуры, дни

1-я серия опытов * 2 -я серия опытов **

Исходное 
pH 6,1

Вес мице
лия, мг/мл

Выход*
мкгімл

(ФІ)

Исходное 
pH 6.0

Вес мице
лия, мг/мл

Выход,
мкг/мл
(ФІ)

1 6,4 1,1 34 6,8 1,4 146
3 7,3 4,1 60 7,1 3,9 828,1
5 7,3 5,7 119 6,7 2,4 28
7 7,7 3,1 177 6,4 1,8 52
9 7,7 4,1 171 — — —

* Посев взвесью конидий.
** Посев инокулюмом 48-часовой культуры на качалке.

мальное его содержание в культуральной жидкости отмечается 
на седьмой, затем на 20-й и 30-й день, при посеве инокулюмом 
48-часовой культуры на качалке -— максимум на четвертый-пя- 
тый день. При глубинной ферментации (см. табл. 41) значи
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тельно быстрее происходит рост биомассы и накопление ден- 
дродохина; максимум отмечен на пятый день при посеве взвесью 
конидий и на третий день при посеве инокулюмом 48-час.овой 

культуры на качалке. Содержание дендродохина в мицелии 
стационарной культуры до 30-дневного возраста составляет

Рис. 38. Рост мицелия и образование дендродохина в куль
туральной жидкости и мицелии D. toxicum при поверхност
ном (а) и глубинном (б) выращивании:

/  — вес мицелия (мг/мл); 2 — дендродохин (у/мл),

2,5— 11%; в возрасте 45 дней —  38, 60 дней —  89%. При глу
бинном культивировании содержание его в мицелии составляет 
47% в трех —  пятидневном, 25% в пятидневном и 30% в девя
тидневном возрасте (табл. 42). Биосинтез дендродохина с о 
провождается подщелачиванием культуральной жидкости до 
pH 6,5— 7,2.

Как свидетельствуют приведенные выше данные, дендродо
хин не оказывает токсического действия на продуцента —  при 
значительном его накоплении в культуральной жидкости рост 
мицелия увеличивался с возрастом культуры.

При культивации D. toxicum на фильтратах культур гриба 
разного возраста отмечено стимулирующее действие его на рост 
мицелия, спорообразование и в отдельных случаях на биосин
тез дендродохина (табл. 43).
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Т а б л и ц а  42

Соотношение между выходом дендродохина из культуральной
жидкости (К Ж ) и мицелия (М ) при различных условиях культивирования

1-я серия опытов 2-я серия ОПЫТОВ

Продолжи
тельность
культиви

Выход дендродохина, 
мг в %

Выход дендродохина, 
мг в %

рования,
дни

КЖ м Всего КЖ М КЖ М Всего КЖ м

Стационарная культура

3 37 5 42 88,5 11,5 18 4 22 81,9 18,1
5 40 5 45 89,0 11,0 97 4 101 96,1 3,9
7 72 6 78 92,2 7,8 146 3 149 98,0 2,0

10 134 6 240 97,5 2,5 2 4 6 33,4 66,6
15 60 6 66 90,9 9,1 28 5 33 84,4 15,6
20 129 6 135 95,6 4,4 8 6 14 57,2 42,8
30 196 8 204 96,1 3,9 15 4 19 86,0 14,0
45 211 131 342 61,7 38,3 7 5 12 58,4 41,6
60 53 320 375 11,8 89,2 60 26 86 69,8 30,2

Глубинная ферментация

1 27 І Следы 
1 44.

27 100 — 117 9 126 92,9 7,1

3 48 92 52,3 47,7 663 18 681 97,4 2,6

5 190 173 363 52,5 47,5 22 17 39 56,4 43,6

7 284 98 382 74,4 25,6 42 13 55 76,4 23,6

8 — — — — — 70 20 90 78,8 22,2

9 276 142 418 68,7 31,3

Т а б л и ц а  43

Влияние продуктов жизнедеятельности D. toxicum  на рост его мицелия 

и токсинообразование

Условия опыта
Вес мице

лия, мг pH
Конидие-
образова-

ние

Выход ден
дродохина 
(ДІ),МКЄ/МЛ

Контроль —  посев гриба на мине
рально-сахарозной среде..................... 370 5,61 Нет 45

Посев на фильтрате односуточной 
культуры ................................................ 420 5,71 » 244

Посев на фильтрате двухсуточной 
к ул ь т у ры ................................................ 520 6,85 » 21

Посев на фильтрате трехсуточной 
к ул ь т уры ................................................ 600 7,25 » 29'

Посев на фильтрате четырехсуточ- 
ной к у л ь т у ры ...................................... 860 7,82 Обильное 31
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С помощью метода сборной хроматограммы [106] изучена 
культуральная жидкость D. toxicum в разном возрасте куль
туры гриба при поверхностном и глубинном методах культи
вирования. Для восходящей хроматографии применили ленин

градскую быструю (ЛБ) 
бумагу. На полоски филь
тровальной бумаги ЗОX 
X 1 см наносили по 
0,02 мл культуральной 
жидкости. После подсу
шивания хроматограм
мы обрабатывали раз
личными растворителя
ми, вновь просушивали 
для удаления последних 
и проявляли на газонах 
тест-культуры Candida 
stellatoidea 63 на сусло
вом агаре при 28° С 
через 24 час. Наряду с 
этим хроматограммы про
являли в УФ свете. Учет 
производили по наличию 
и размерам стерильных 
зон (рис. 39).

Хроматографическое 
изучение культуральной 
жидкости на протяжении 
10 дней роста культуры 
гриба позволило обнару
жить в ней ряд веществ. 
Из них основное, токси
ческое вещество, раство
римое в хлороформе, эфи
ре, бензоле, ацетоне, бу- 
таноле, имеет Rf от 0,85— 
0,94, отмечается в культу
ральной жидкости на 
протяжении всего срока 
наблюдений, т. е. до 10- 

дневного возраста культуры при глубинном культивировании. 
При хроматографировании в системах вода, хлористый аммо
ний, соляная кислота отмечены вещества, имеющие другое Rf.

Очищенные препараты дендродохина І, дендродохина II, 
дендродохина I II  получены при различных условиях культиви
рования D. toxicum в ферментерах с полезной емкостью 24 л 
культуральной среды. При посеве инокулюмом из 30-дневной

Рис. 39. Хроматограмма культуральной 
жидкости D. toxicum при глубинном 
культивировании в зависимости от воз
раста:

/ — вода дистиллированная; 2 — NH4C! 3%; 
3 — метанол; 4 *— ацетон; 5 — этил ацетат (на
сыщен. водой); 6 — бутанол (насыщен, водой); 
7 — эфир (насыщен, водой); 8 — хлороформ; 
9 — петролейный эфир; 10 — бензол; //  — эти
ловый спирт (абсолютный); 12 — 0,1-н. ИС1.
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культуры гриба на снопиках соломы и сена токсин изолиро
вался на четвертый день роста при pH 6 ,8— 7,3. Гриб рос в 
виде крупных, до 2— 3 мм диаметром плотных шариков светло

телесного или кремоватого цвета; культуральная жидкость к 

этому сроку становилась светло-желтовато-золотистой, легко 
отделялась от мицелия.

Первичная изоляция токсина производилась хлороформом 
из подкисленной до pH 4,0— 4,5 (1-н. НС1) культуральной жид
кости с последующим удалением хлороформа при 30— 35° С под 
вакуумом. Средний выход сырого препарата 65 мг]л.

Михайловлина и Степанов [12а] производили разделение не
очищенного дендродохина путем хроматографии его хлоро
формного раствора (500 мг в 10— 15 мл хлороформа) на ко
лонке А120 3 (активность второй степени) диаметром 15— 16 мм, 
содержащей 30— 35 .г окиси алюминия. После проявления ко
лонки хлороформом в верхней части ее обнаружена зона I 
желто-коричневого цвета, в середине —  бесцветные, светящие
ся при У Ф  облучении зоны II, I I I ,  IV, V. Элюция из каждой 

зоны проведена 10 мл этанола и элюат исследовали на биоло
гическую активность. Максимальная токсичность отмечена в 
зоне IV, зоны II и I I I  менее токсичны, а зоны I и V нетоксичны.

Дальнейшая очистка для получения индивидуальных соеди
нений производилась путем повторной хроматографии из хлоро

форма. Дендродохин I получен путем трех-пятикратной хром а
тографии зоны IV  на окиси алюминия, перекристаллизацией из 
смеси хлороформ —  петролейный эфир (1 :4 ) .  Выпадающее 
кристаллическое вещество имеет температуру плавления 324°С 
(разлож .), растворимо в хлороформе, бензоле, спирте, плохо 

растворимо в воде, нерастворимо в петролейном эфире. Спир- 
товый раствор имеет максимум поглощения в У Ф  облас

ти =  250 жц, 1 g Е =  3,61, его формула С^НгоОв, молекулярный 
вес до 320 (криоскопия в бензоле). Дендродохин II получен при 

повторной хроматографии зоны I I I  в виде кристаллического 
вещества с температурой плавления 217° С (разлож .); макси
мум поглощения в У Ф  области =262 м\х, lgE =  3,91, формула 
С 14Н 21О 5, молекулярный вес 269 (криоскопия в бензоле). Ден

дродохин I обладает значительно большей токсичностью, чем 
дендродохин II (табл. 44).

При посеве взвесью конидий из культур более старого воз
раста (до 3— 12 месяцев и более) из культуральной жидкости 
выделяется новое вещество —  дендродохин II I ,  отличающийся 
значениями Rf при хроматографировании на А120 3, максиму
мом поглощения в У Ф  свете и обладающий сильнее выражен
ными антибиотическими свойствами [105].

Таким образом , как при первичной изоляции и хроматогра
фическом изучении культуральной жидкости разного возраста 
культур D. toxicum, так и при изоляции индивидуальных ве-
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Т а б л и ц а  44

Сравнительная токсичность неочищенного и кристаллических дендродохинов

Токсичность

Неочищенный
дендродохин Дендродохин I

Дендродо
хин II

БС БЦ БС БЦ БС БЦ

Максимальная концен
трация (мкг/мл), з а 
держивающая рост С. 
stellatoidea . . . .

Минимальная концен
трация (мкг!мл), да
ющая реакцию на 
коже кролика . . .

0,07 0,7

2

0,002

0

0,01

01

0,014

с

0,12

,15

БС  — бактериостатическое действие; БЦ  — бактерицидное.

ществ показано, что дендродохин представляет комплекс ве- 

ществ. И з мицелия D. toxicum выделен эргостерин.
Мицелий гриба после отделения от культуральной жидкости 

и двух-трехкратного промывания водой экстрагировался аце
тоном. Затем ацетон удаляли под вакуумом и остаток, а также 
мицелий обрабатывали хлороформом. После удаления хлоро
форма полученный коричневого цвета маслянистый остаток под
вергался очистке —  сперва методом колоночной инфильтрации 
при промывании хлороформом с 5% метанола, а затем адсорб
цией на А120 3 из смеси хлороформа и петролейного эфира 

(1 :3 )  и последующей адсорбцией с постепенным уменьшением 
содержания петролейного эфира. После двух-трехкратной х ро 
матографии получено кристаллическое вещество белого цвета, 
имеющее температуру плавления 164— 165° С, положительную 
реакцию Либермана —  Бурхарда. Вещество не обладало токси
ческими свойствами. При сравнительном изучении кривой по

глощения спиртовых растворов полученного вещества и эргосте- 
рина в У Ф  области, а также их хроматографии в тонком слое 

(растворители —  петролейный эфир : хлороформ : метанол — 
100 : 50 : 10) установлена идентичность выделенного вещества 

с эргостерином [52].
Ф у з а р и н ,  с п о р о ф у з а р и н ,  п о и н  — токсины, об ра 

зуемые Fusarium sporotrichiella и его разновидностями [6, 8]. 
Этиологическое значение Fus. sporotrichiella в заболевании 

людей алиментарно-токсической алейкией установлено в 1941 — 
1945 гг. советскими учеными.

О природе этого заболевания существовали разные мнения. 
Одни исследователи считали, что оно является инфекционным, 

другие,—  что возникает в результате авитаминозов организма.
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В результате обстоятельного изучения данного заболевания 
коллективами ученых разных специальностей было установлено, 

что «септическая ангина» это алиментарно-токсическое заболе
вание с характерными фазами, наиболее специфической из ко
торых является лейкопеническая. Отсюда и название его —  
алиментарно-токсическая алейкия.

Заболевание протекает или в форме острых токсикозов или 
с признаками алиментарно-токсической алейкии [8, 24, 29, 65, 
71]. Характер токсического действия зависит от культуры гри
ба, условий культивирования, возраста и других факторов.

Наряду с изучением токсичности перезимовавшего в поле 
зерна, которое являлось причиной заболевания людей, изуча
лась токсичность и этиологическое значение грибов, выделен
ных из такого зерна. В опытах на обезьянах Рубинштейн и 
Л ясс воспроизвели' симптомокомплекс алиментарно-токсиче- 

ской алейкии при скармливании культуры Fus. sporotrichiella. 
Саркисов и Квашина применили методику определения токсич
ности зерна по реакции на депилированную кожу кролика. 
Авторы установили четыре вида грибов (Phoma sp. 263, Ну- 
menopsis sp., Fus. sporotrichiella, Aspergillus calyptatus 225/25), 
дававших наиболее четко выраженную кожную реакцию при 
нанесении эфирных экстрактов из стерильного зерна, зараж ен 
ного чистыми культурами указанных грибов. В алиментарных 
опытах при скармливании зараженного Fus. sporotrichiella 
зерна лабораторным животным была установлена токсичность 
гриба, клинические и патологоанатомические изменения, а в 
опытах на кошках воспроизведено заболевание, сходное с на
блюдаемым при алиментарно-токсической алейкии людей [83].

И оффе, Миронов установили токсичность Fus. sporotrichiel
la v. роае, Cladosporium sp. при заражении стерильного зерна 
чистыми культурами этих грибов [29].

Пидопличко и Билай был выявлен ряд токсических грибов 
при скармливании кроликам зерна, зараженного различными 

культурами грибов, выделенных из токсического зерна и про
дуктов его переработки, а также водных и эфирных экстрактов 
из него, [63]. Введение под кожу 0,5 мл водного экстракта из 
зерна, зараженного Fus. sporotrichiella или Fus. sporotrichiella 
v. роае, вызывало покраснение и образование некрозов, чего 
не наблюдалось при введении таких же экстрактов из других 

грибов. Установлена токсичность таких видов грибов из пере
зимовавшего в поле зерна: Fus. sporotrichiella v. роае, Fus. la
teritium, Mucor hiemalis, Moriierella polycephala, M. candelab
rum, Trichoderma lignorum, Fus. sporotrichiella, Gliocladiurn 
ammoniophilutn. При этом наиболее токсичными для л абора

торных животных оказались различные культуры Fus. sporo
trichiella. Наиболее чувствительными из испытанных в острых 
опытах животных оказались голуби. Явления острого отравле
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ния (рвота) наступали у них при употреблении меньшего, чем 

для других животных количества ядовитого зерна на 1 кг ж и 
вого веса. В хроническом алиментарном опыте на кошках и 

щенках с зерном, зараженным наиболее токсичной культурой 
(из числа испытуемых), у подопытных животных обнаружены 
патологические изменения, сходные с наблюдаемыми при 
алиментарно-токсической алейкии (ежедневная доза зараж ен 
ного зерна —  0,1— 0,7 г; продолжительность опыта —  от 29 до 

41 дня). В таком же опыте с менее токсичной культурой в 
организме подопытных животных выявлены патологические 

изменения, характерные для скрытых токсикозов. В первые 
две недели после начала скармливания отмечалась вялость, з а 
держка роста, потеря аппетита; впоследствии состояние ж и
вотных выравнивалось к видимой норме. Однако при вскрытии 

были отмечены патологические изменения отдельных органов, 
выражающиеся в наличии точечных кровоизлияний в селезен
ке, слизистой желудочно-кишечного тракта и других явлениях 
[95, 96].

Исследованиями по изучению химии ядовитых веществ зер

на токсических злаков показано наличие трех фракций из эфир
ного или спиртового экстракта токсического зерна, обладаю
щих различной токсичностью. Фракция жирных кислот, состав

ляющая 80— 90% исходного экстракта, оказалась наименее 
токсичной при кожной пробе. Нанесение ее на кожу кролика 
вызывало покраснение и образование быстро подсыхающей, 
растрескивающейся поверхностной корочки. Наиболее токсичной 
была фракция щелочного эфирного извлечения, составляющая 
1— 4% исходного экстракта. Нанесение ее на кожу вызывало 

отек, кровоизлияния. Фракция кислого эфирного извлечения 
вызывала выраженную кожную реакцию лейкоциторрейного 
характера [65, 84, 87а, 91].

По данным Кретович, Соседова, Швецовой и др. [36], есте

ственно зараженное токсическое просо содержит больше не
белкового и аминного азота, меньше крахмала, чем нетоксиче
ское. В токсическом зерне сильно понижена активность фер
ментов декстриногенамилазы, пероксидазы, оксидазы.

Исследование масла из перезимовавшего токсического зер
на [37] обнаружило повышенное кислотное и пероксидное чис
ла, что свидетельствовало о его глубоком распаде. При экстра
гировании ядовитого масла на холоде 90%-ным этанолом в 
последний переходит фракция жирных кислот, содержащ ая все 
ядовитое начало.

В опытах Новаковской [57] детально изучены изменения в 

азотистых веществах среды и зерна при заражении Fus. spo- 
rotrichiella, выделенными из зерна хлебных злаков в районах 
заболевания болезнью Кашина— Бека. Хроматографическое изу
чение аминокислотного состава белков показало, что при по
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ражении токсичными штаммами гриба в белках зерна отсут- 
ствуют аминокислоты ароматической группы — тирозин, трип
тофан, фенилаланин, а также аргинин, лизин, метионин, трео

нин, Данные по изменению качественного состава белка при 
культивировании токсического штамма Fus. sporostrichiella на 
среде с белками зерна и их гидролизатами (табл. 45, 46) сви
детельствуют, что в среде после роста гриба в течение 21 дня 
происходят существенные изменения в белковом составе —  ис

чезают определенные группы, или значительно уменьшается их 
содержание, что особенно резко выражено в отношении многих 
весьма важных аминокислот. Автор считает, что при гидролизе 
белков усвоение аминокислот токсичным штаммом Fus. sporo
trichiella может приводить к накоплению в среде (при культи
вировании гриба) иЛи зерне (при естественном заражении его) 

аминов.
Амины, обладающие значительным фармакологическим дей

ствием на кровеносные сосуды, по мнению автора, могут иметь 

значение в патогенезе болезни Кашина— Бека.

Т а б л и ц а  45

Изменение состава белков среды при культивировании токсического 
штамма Fus. sporotrichiella
(Цветные реакции на белки и пептиды в питательной среде)

Цветные реакции

Вещества, добавленные 
в питательную среду

Биуретовая
Ксанто-
протеи-
новая

Миллона
Адамке-

вича
Сака-
гуши

Пробы  без засева культур (контроль)

Неизмененные белки

р ж и ......................... + + + + + + + + + + +
пшеницы . . . . +  + + + + + + + + + +
казеина . . . . +  + + + + + + + + + +

Гидролизаты белков 

р ж и ......................... + + + + + + + + - и -

+ + + 

+  +  +
пшеницы . . +  + + + _1— [_

+ f
казеина . . . . + + + + + + + + + + + + +

Пробы  после роста культур (21 день)

Неизмененные белки 

р ж и ......................... Неспецифи
ческая + + + 0

пшеницы . . » + + + 0 + ■+•
казеина . . . » + + 0 + +-

Гидролизаты белков 

р ж и ......................... Неспецифи
ческая + + + +

пшеницы . . . » + 0 + +
казеина . . . + + + 0
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Т а б л и ц а  46

Изменения содержания аминокислот в питательной среде под влиянием 
роста гриба Fus. sporotrichiella

Наличие аминокислот в среде, содержащей гид
ролизат белков

Аминокислота
Ржи Пшеницы Казенна

Опыт Контроль Опыт Контроль Опыт Контроль

Аланин . . . + — +  + + +  + + ф  +

Аргинин . . . . 
Аспарагиновая

+ — +  + + +  + + +  +

кислота . . . + — +  + 0 +  + + “f  +

Валин . . . . + — +  + + + + + + "Ь
Гистидин . . . Н— + + + + + + + + +
Глицин . . . . 
Глютаминовая

+ + + + + + + 4- +

кислота . . . + + + + + + + + 4-
Лейцин . . . . 0 + + 0 + + 0 + +
Лизин . . . . 0 + + 0 + + 0 + +
Метионин . . . 0 + + 0 + + 0 + +
Серии . . . + — + -ь 0 + + 0 + +
Тирозин . . . . 0 + + 0 + + 0 +■+
Треонин . . . . 0 + + 0 + + 0 + +
Триптофан . . . 0 + + 0 + + 0 + +
Фенилаланин . . 0 + + 0 + + 0 + +
Цистин . . . . 0 + + + + + + + +

П о данным Губаревых [20], фракция жирных кислот и фрак 
ция неомыляемых веществ, полученных из спиртового экстрак

та токсического проса, оказывают различное токсическое дей
ствие, В первом случае наблюдаются отек и гиперемия, во вто
ром — только некротические явления. Исходя из данных этих 
опытов, авторы предполагают, что первый яд —  «воспалитель

ный» — состоит из дериватов жирных кислот, а второй —  «не
кротический» — может быть отнесен к стеринам.

Олифсон [58, 59] при химическом изучении спиртовых и 
эфирных экстрактов из стерильного зерна проса, зараженного 
культурами Fus. sporotrichiella v. sporotrichioides, выделил ве

щество, которое он отнес к стероидальным сапонинам и назвал 

спорофузарином; эмпирическая формула его Сб5Нз60 25. При 
мягком гидролизе путем нагревания в водяной бане с 5% -ной 
H 2SO 4 автор получил осадок, отнесенный им к сапогенину и 
названный спорофузариогеном. Были изучены некоторые его 

свойства и установлена эмпирическая формула —  С 24Н 31О 4. 
О ба вещества, по мнению автора, являются близкими к липо- 
токсолу, выделенному им из токсичного зерна, перезимовавше
го в поле.

Несколько отличное по химическим свойствам вещество по

лучено Олифсоном из зерна, зараженного Fus. sporotrichiella
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v. poae,— поэфузариногенин. Автор считает, что образование 
токсических стеролов этого типа может быть свойственно пред
ставителям секции Sporotrichiella рода Fusarium.

Из спиртового экстракта зерна, зараженного Fus. sporotri
chiella v. роае, Элпидиной [102— 104] получено кристаллическое 
вещество, названное ею поином. Установлено, что поин явля-

Рис. 40. Влияние поина на сни
жение количества лейкоцитов 
при пентаксиловом лейкоцито
зе у мышей (по Элпидиной). 

а, б — однократное снижение лей
коцитов; в — двукратное снижение 
лейкоцитов; 1 — количество лейко
цитов в тыс/мл, 2 — количество гра- 
нулоцитов в тыс 1мл3.

ется термостабильным, с температурой плавления 142— 143° С; 
при сжигании возникает запах фурфурола; углерода содержит 
59,7%, водорода — 7,77%, кислорода — 32,53%- Водный раст
вор токсина обесцвечивает марганцевокислый калий и метиле
новую синь. Токсин обладает антибиотическим, токсическим и 
антилейкозным действием. При введении в больших дозах 
(150— 135 мг/кг) белым мышам они гибли в течение 1—2 су
ток с типичными признаками острого токсикоза; употребление 
небольших доз (5— 6 мг/кг) вызывало лейкопению, иногда до 
полного исчезновения гранулоцитов крови.

В опытах автора установлено, что поин обладает антилей
козным действием, аналогичным действию токсина, вызываю
щего алиментарно-токсическую алейкию, т. е. он подавляет 
пролиферацию миелоидных и лимфоидных клеток кроветвор
ной системы.

Применение поина при лечении пентоксилового лейкоцито
за у мышей сопровождалось уменьшением числа лейкоцитов 
крови до нормы (рис. 40).
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По данным автора, в опытах in vivo на мышах поин тормо
зил рост аденокарциномы Эрлиха и саркомы Крокера.

При изучении многочисленных культур Fus. sporotrichiella, 
выделенных из различных источников, нами было установле
но, что преобладающее большинство их в разной степени ток
сично для организма животных. В алиментарных опытах с 
лабораторными животными отмечалась их гибель, при испыта
нии кожной пробой — образование некрозов. Эфирные экстрак
ты токсичных культур Fus. sporotrichiella на растительных тка
нях образуют некрозы и вызывают отмирание клеток. При 
поражении зерна мицелий гриба в значительной степени распро
страняется в ткани вблизи зародыша и, проникая в последний, 
вызывает потерю всхожести.

Фильтраты культур Fus. sporotrichiella оказывают угнетаю

щее действие на рост корней и проростков овса, ячменя, риса, 
пшеницы на минерально-сахарозной среде. Длина корней у 

проростков риса в фильтратах отдельных культур достигала 
только 11 — 17% длины их в контроле. Токсическое действие 

на проростки злаков оказывала также и водорастворимая 
часть эфирного экстракта [8].

Мы испытали токсичность ряда культур этих грибов, выде
ленных из зерна кукурузы и почвы Канады, СШ А  и других 

районов. Оказалось, что эти культуры также остро токсичны.
На основании данных, полученных при изучении токсиче

ских свойств многочисленных культур секции Sporotrichiella, 
выделенных из различных источников, а также при изучении 

их морфологических признаков были внесены изменения в ее 
таксономию. Согласно этим изменениям, существовавшие ви
ды этой секции — Fusarium sporotrichioides, Fus. роае, Fus. tri- 
cinctum — объединены в один вид Fus. sporotrichiella с тремя 
разновидностями. В качестве основного морфологического при
знака для вида принято наличие лимонновидных микрокони
дий в разном их соотношении с макроконидиями и цилиндри

ческими микроконидиями (для отдельных разновидностей). 
Одним из основных физиологических признаков вида является 
образование токсических для организма животных и растений 
веществ.

Наиболее пригодными источниками азота в среде для ток- 

синообразования разными штаммами . Fus. sporotrichiella яв
ляются сульфат-аммоний, пептон, казеин; наиболее пригодны
ми источниками углерода —  глюкоза, крахмал, маннит [83]. По 

данным Рубинштейн, наиболее активно токсинообразование у 
разных штаммов Fus. sporotrichiella происходило на средах 
с гликоколом, аланином, аспарагином, тирозином, казеином, а 
также с глюкозой, сахарозой и крахмалом. Тирозин, цистин, 

цистеин, аргинин, гистидин были мало пригодны для роста 

гриба. В то же время такие аминокислоты, как аспарагиновая,
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глутаминовая и их амиды, аланин, гликокол, газообразный 
аммиак, углекислый аммоний являлись хорошими источни
ками азота. Культуры Fus. sporotrichiella обладают значитель
ной протеолитической активностью [7].

Токсические вещества образуются в культуральной жидко
сти и мицелии гриба. В зависимости от штамма, условий куль
тивирования токсичность культуральной жидкости отмечается, 
начиная с пятидневного и до 50— 60-дневного возраста культу
ры. Экстракты из культуральной жидкости на среде с сахаро
зой и азотнокислым калием оказались более токсичными, чем 
полученные на такой же среде с крахмалом. Не отмечено ток
сичности культуральной жидкости и мицелия, при обильном 
росте гриба, при росте на среде с пептоном (табл. 47, 48, 
рис. 41).

Т а б л и ц а  47

Рост мицелия и изменения pH культуральной жидкости Fus. sporotrichiella 
в зависимости от состава питательной среды и возраста (в днях)

Рубинштейн отмечает значительные различия в токсичности 
и характере вызываемых фузариотоксикозов у штаммов Fus. 
sporotrichiella различного происхождения. Особенно эти разли
чия наблюдаются у штаммов, вызывающих хронические токси
козы. Так, по данным автора, при употреблении зерна, пора
женного слаботоксичными штаммами гриба, отмечаются желу-
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Вес мицелия, мг pH  культуральной жидкости

№ Источник углерода
сре
ды

или азота в среде

5 10 15 зо 45 75* 5 ю 15 30 45 75

Fus. sporotrichiella 24

1 2% крахмала . . 880 1750 119С 1150 850 990 6,0 7,2 7,6 7,3 7,7 7 ,7

2

3

1% крахмала+ 
+1 % пептона 

2% сахарозы  . .

1190
610

1000
600

1930

510
850
500

1190
640

1000
3,8

Больше 8,( 

4,3 ! 5,4 j 6,1 6,8 7,7

Fus. sporotrichiella v. роае 42

1 2% крахмала . 860 1250 1130 900 850 720 6,6 6,9 7,6 7,6 7,7 7,7

2

3

1% крахмала+ 
4-1% пептона 

2% сахарозы . .

1050

610
1090
600

1370
510

850
500

940
640

910
3,8

Больш 

4,31 5 ,4

е 8,С 

6,1 6,8 7,7

* Возраст в днях.



дочно-кишечные заболевания, сопровождаемые рвотой, поно
сом [75].

В проведенных Перкель [62], Рубинштейн [75, 76] хрониче
ских опытах на крысах со штаммами Fus. sporotrichiella, вы
деленными из злаков Забайкалья, отмечена задержка роста 
трубчатых и плоских костей и другие связанные с этим харак

терные патологические 
явления при отсутствии 
изменений со стороны 
крови (рис. 42, 43). П о
лученные данные позво
лили считать, что отдель
ные штаммы Fus. sporo
trichiella, выделенные Ру
бинштейн в новую форму 
Fus. sporotrichiella f. os- 
teotrophica R u b., имеют 
этиологическое значение 
при болезни Кашина— 
Бека («Уровская бо
лезнь») [74, 75].

В хронических опытах 
на белых крысах, кото
рым давали вытяжку из 
зерна, зараженного дру
гим штаммом Fus. sporo
trichiella, автором отме
чено постепенное развитие 
патологического процес
са в слизистой пред- 
желудка с образованием 
к концу опыта выражен
ного папилломатоза с ги
перкератозом при отсут
ствии других патологиче

ских изменений и клинических признаков заболевания [77].
Токсин гриба при алиментарном или внутрибрюшинном вве

дении мышам быстро (через 30 мин) обнаруживается в крови 
сердца и веществе головного мозга, затем в селезенке, печени, 
почках. Сохраняется длительно, особенно в веществе головно
го мозга и в почках. Предполагают, что токсину свойственен 
нейро-гуморальный механизм действия [16, 17].

Билай и Пидопличко [10, 11] показали, что Fus. sporotrichi
ella образует токсины при глубинном культивировании (в кол
бах на качалке или в ферментах с 24 л среды). Токсичность 
эфирных экстрактов из культуральной жидкости была наиболь
шей на четвертый день при посеве конидиями. Токсические ве-

Рис. 41. Рост мицелия разных штаммов 
Fus. sporotrichiella в зависимости от соста
ва среды и возраста культуры:

а — среда № 1; б — среда №  2; в — среда №  3.
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Рис. 42. Влияние Fusarium sporotrichiella var. sporolrichioides на белых крыс 
двухмесячного возраста (продолжительность опыта один месяц) (по Рубин

штейн) :

и — общий вид крыс, б — скелет (верхний рисунок — контроль, нижний — опыт).



Рис. 43. Влияние Fusarium sporotrichiella var. sporotrichioides 
на костную ткань молодых щенят (возраст —  3 месяца, 3 недели) 
(по Рубинштейн):

а — кости подопытного щенка; б — кости контрольного щенка.



Т а б л и ц а  48

Токсичность эфирных экстрактов из культуральной жидкости (К Ж ) и мицелия (М ) двух культур Fas- sp o r o tr ic h ie l la  
в зависимости от состава среды и возраста (в днях)

П р и м е ч а н и е .  (+ )  — незначительное покраснение кожи; (-{-+) — покраснение и поверхностный некроз; ( + + + )  — отек и некроз; 
( + + + + ) — разлитой отек и некроз; ( + + + + + )  — разлитой некроз, отек и кровоизлияния; 0 — реакции нет.

К Ж м
№.

среды
5 10 15 30 45 70 5 10 15 зо 45 70

Fus. sporotrichiella і

1 +  +  + +  +  +  + н—м—1—н +  + +  + 0 +  + +  +  + +  + 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 + 0 0 0
3 +  +  + +  + + + + + 0 0 + 0 +  + +  +  + 0 0 0

Fus. sporotrichiella 2

1 + +  +  + + 4-4-4- + + + + + + 0 +  4- + + 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 +  + + 0 0 0 0
3 4- +  -Ь + + + + “1—ь + + +  + + + + + + + 0 + + + + + 0 0



іцества адсорбировались на активированном угле или других 
адсорбентах и элюировались. Неочищенные препараты токси
на названы авторами фузарином. Наибольшей токсичностью 
обладали вещества, элюируемые хлороформом, этанолом, эфи

ром. Фузарин термостабилен. По-видимому, токсические веще
ства, образуемые Fus. sporotrichiella и его разновидностями, 
так же как стахиботриотоксины и дендродохины, представляют 
собой комплекс веществ.

Фузариотоксикозы отмечены также у сельскохозяйственных 
животных — лошадей, рогатого скота, свиней [5а, 32, 85, 86].

Прентик, Диксон [190] отмечают, что выделенные ими из 
заплесневелого зерна ячменя (заболевание зерна, распростра
ненное в среднезападных штатах СШ А ) штаммы различных 
видов фузариев образовывали рвотное вещество. В их опытах 
виды Fus. moniliforme, Fus. oxysporum v. lycopersici, Fus. gra
minearum, Fus. avenaceum, Fus. роае, Fus. sporotrichioides, Fus. 
equiseti, Fus. culmorum вызывали образование рвотного веще
ства при росте на зерне; при культивировании на среде Ри 
чардса аналогичное действие оказывали Fus. moniliforme, Fus. 
роае, Fus. culmorum, а на мясном бульоне Fus. nivale. Внутри

венное введение эфирных экстрактов из концентрированной 
культуральной жидкости голубям имело положительный токси
ческий эффект.

И с л а н д и и ,  л ю т е о с к и р и н  — токсины из Penicillium 
islandicum S c o p .

М орука [177] отмечает значительное внимание, которое бы
ло проявлено в Японии к изучению токсичности импортного 
зерна риса, пораженного Pen. islandicum. Автор получил два 
токсических вещества; желтый пигмент —  лютеоскирин из ми
целия и токсическое вещество из культуральной жидкости. При 

добавлении лютеоскирина к рису, который скармливался мы
шам, отмечены патогистологические изменения, сходные с на
блюдаемыми при скармливании зерна, пораженного грибом.

Для получения лютеоскирина наиболее активный штамм 
выращивали на среде Чапека с крахмалом (100 г/л) и куку
рузным экстрактом (20 г/л) в течение 24 дней при 27— 29° С. 
Токсичность фильтратов испытывали путем внутрибрюшинного 

введения мышам. Пигмент получали из порошка сухого мице
лия путем экстракции его петролейним эфиром, затем после
довательно ацетоном, растворением в воде, экстракцией хлоро
формом, обработкой водного раствора 2-н.НСІ. Полученный 

при этом осадок вызывал гибель мышей при внутрибрюшинном 

введении в дозе 3 мг, в то время как экстракт из петролейного 

эфира ’даже в количестве 10 мг не оказывал такого действия. 

Эта наиболее токсическая фракция была подвергнута дальней

шей очистке на хроматографической колонке из кальций-фос

фата и диатомового порошка. При использовании в качестве
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растворителя метанола экстрагирован оранжевый пигмент, об
ладающий остротоксическими свойствами.

Гибель мышей наступала через 24 час после внутрибрю- 
шинного введения пигмента в дозе 70 мг/кг\ Л Д 50— 47 мг/кг; 
переносимая доза 17,5 мг/кг.

Элементарный состав лютеоскирина — С30Н26О 12; изучены 
некоторые физико-химические и биологические свойства его;

Рис. 44. Исландиотоксин (по M orooka):
Спектр поглощения ультрафиолетовых (а) и инфракрас
ных (б) лучей желтым пигментом P. islandicum.

пигмент обладает слабой антибиотической активностью; темпе
ратура плавления лютеоскирина 278— 279° С (разлож.). Сгшр- 
товый раствор лютеоскирина имеет три максимума в УФ об
ласти — при 280, 350, 440 ммк, в области инфракрасной пики 
при 2900, 1620, 1480, 1400, 1300, 1200, 1080, 950, 900, 800 см~1 
(рис. 44).

Значительно большей токсичностью обладало вещество, вы
деленное из культуральной жидкости Pen. islandicum.

Кобайаши и др. [168, 169] изучили токсичность для лабора
торных животных зерна риса, пораженного Pen. islandicum. 
Отмечалась токсичность заплесневелого зерна как урожая ри
са японского происхождения, так и импортированного из И с
пании и США. У крыс, которым в течение месяца скармливали 
такой рис, при вскрытии обнаружили цирроз печени.
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В опытах упомянутых коллективов авторов, состоящих из 
фармакологов, патологов, химиков, фитопатологов, изучалась 

не только токсичность пораженного Pen. islandicum зерна ри
са, но и отдельных метаболитов гриба при его культиви

ровании.
Опыты с животными продолжались 600 дней. Токсическое 

действие проверялось в ранней стадии (100 дней для мышей и 

140 для крыс), в промежуточной стадии (100— 200 дней для 
мышей и 140— 280 дней для крыс) и конечной стадии —  до кон

ца опыта.
При больших дозах пораженного риса (100% пораженного 

зерна в рационе, или 100 мг гриба в день) появлялись острые 

симптомы отравления, падал вес и наступала быстрая гибель 
мышей и крыс в ранней стадии. При средней дозе (30 и 10% 

пораженного риса в рационе, или 1 — 10 мг гриба в день) на
блюдались различные симптомы — не резкая потеря веса, более 
продолжительная выживаемость, гибель в ранней и поздней 

стадии, но всегда 100%. Меньшие дозы вызывали частичную 
потерю веса животных в ранней фазе; смертности не отмеча

лось за весь период наблюдений. Однако при вскрытии у под
опытных животных установлены патологические изменения о р 
ганов: у крыс и мышей, получивших большие дозы токсичного 
зерна или гриба,— острые поражения печени, а у получивших 
их в малом количестве— цирроз печени.

Для испытания токсичности гриба использовались метано- 
ловые экстракты из мицелия при подкожном и пероральном их 

введении в растворе камелиевого масла. Характерными пато
логическими изменениями печени являются ненормальная функ
ция ее по реакции с бромсульфталеином, центролобулярные 
некрозы, жировое перерождение, вакуолизация ее клеток в пе
риферических частях долек, геморрагия и др.

Исходя из характера действия метаноловых экстрактов 
Pen. islandicum, авторы считают, что данный токсин — комп

лексный, проявляющий как специфическое действие на печень, 
так и общетоксическое действие.

При изучении токсических метаболитов Pen. islandicum 
гриб выращивали на среде Чапека. Из мицелия было получено 
два токсических вещества — пигмент лютеоскирин и хлорсо
держащий пептид.

Л ю т е о с к и р и н  — желтые прямоугольные кристаллы, тем
пература плавления 278° С (разлож .); оптическое вращение:

25°
[а] ~ и  880° (0,1% в ацетоне); адсорбция в ультрафиолетовом

свете: 245, 275, 430 ммк, lo g s  =  4,32; 4,33; 4,46. Адсорбционный 

спектр в инфракрасном свете: 1623, 3378 см~1. Слабо токсичен: 
Л Д 50 при подкожном введении 1,47 мг и перорально — 2,21 мг 
на 10 г живого веса.
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Х л о р с о д е р ж а щ и й  п е п т и д  —  белые игольчатые кри
сталлы из абсолютного метанола; молекулярная формула 
C25H 3O N 5O 8CI2, температура плавления 251— 252° С (разлож .),

1 б
оптическое вращение: [и] , ;---92° • 9— 100°-5; адсорбция в УФ

257 ммк, loge  —  2,75; спектр в инфракрасном свете 3400, 1670, 
1640, 1535, 1510, 1495, 1460, 695 см~‘. Проявляет остро токсиче

ское действие; Л Л 50 при подкожном введении 4,75 мкг и при 
пероральном —  65,5 мкг на 10 г живого веса. В опытах с изо
лированной тканью печени этот токсин в концентрации 4 мкг/мл 
резко тормозил включение в белковую фракцию печени глицина 
(меченного по С 14). О ба токсина не оказывали заметного вли
яния на включение ф осф ора (Р 32) в фосфолипидную и кисло
торастворимую нуклеотидную фракции [219].

М а л ь т о р и з и н  — токсин, образуемый Asp. orysae v. tnic- 
rosporus, изолирован и изучен Иисука и Иида [162] в связи с 
случаями пищевого отравления молочного скота от употреб

ления солодовых проростков (162).
Гриб культивировался на среде Чапека-Докса с экстрактом 

солодовых проростков глубинным способом в течение 60 час 
при 30° С. Токсин получен путем последовательной обработки 
концентрированной жидкости горячим абсолютным этиловым 
эфиром при щелочной реакции, затем при кислой и хромато

графировании этил-эфирного экстракта на колонке целлюлозы. 

В качестве растворителя применен я-бутанол, насыщенный во
дой. Вещество после элюции и удаления растворителя кристал

лизовалось из бензола в виде светло-коричнево-желтых игл. 
Выход —  около 2 мг/л, температура плавления 68,9— 69,0° С 

(разл ож .).
Молекулярная формула —  С и Н і40 4, структурная —

ОН

f \  СО— СН2— С Н = С Н — СН 3

1 !Ь н  
\ /  
о н

Токсичность: Л Д 50 для белых мышей при внутрибрюшинном 
введении —  3 мгікг.

А ф л а т о к с и н ы  (токсин FB i) образуются в процессе жиз
недеятельности штаммов Asp. flavus и являются причиной за 
болевания индюшат, утят так называемой «X» болезнью.

При культивировании штаммов Asp. flavus на стерильных 
сырых фисташках илц на синтетической среде с азотнокислым 
аммонием и глюкозой образуется комплекс близких по свой

ствам токсических веществ.
Зижден и сотрудники при помощи тонкослойной и других 

видов хроматографии получили кристаллическое вещество из
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хлороформ-метанольиого экстракта Asp. jiavus на средах с 
земляным орехом или синтетической. При хроматографии на 

гель-целитной колонке с 0,25% этанола в хлороформе оно да
ет одно пятно и сине-фиолетовую флюоресценцию в У Ф  свете. 
ЛДйо этой фракции, названной авторами «FB i», для одноднев
ного возраста утят равна 55 мг. Авторами получены инфра
красный, ядерно-магнитного резонанса и ультрафиолетовый 
спектры этой фракции токсина. Отмечено, что при определен
ных условиях она обладает фоточувствительностью. При даль
нейшем изучении оказалось, что полученный кристаллический 
препарат содержал примеси [230].

Несбитт, О ’Келли и др. [180] при хроматографии на алюми
нии отметили наличие двух пятен: одно, названное афлаток- 

сином В, имело Щ  приблизительно 0,6 и давало фиолетово
синюю флюоресценцию в У Ф  свете; второе, названное афла- 
токсином G, слабо подвижное, давало зеленую флюоресценцию.

В зависимости от условий культивирования гриба эти веще
ства выделялись в различных соотношениях. Афлатоксины В 
и G были разделены методом противоточного распределения 
в смеси хлороформ : четыреххлористый углерод i вода : метанол 
(2 : 2,5 : 1 : 3) и получены в кристаллическом виде.

Формула афлатоксина В —  C i7H i206; температура плавле
ния 270° С; молекулярный вес —  312; спектр в У Ф  свете имеет

25
максимумы 223, 265 и 363 ммк; оптическое вращение [а] --

562±15. П о предварительным данным, Л Д 50 для утят одно
дневного возраста менее 20 мкг.

Афлатоксин G имеет формулу С 17Н 12О 7, максимум в УФ  
свете 265, 363 ммк; молекулярный вес —  328; оптическое вра- 

25
щение [и]-’ =  — 533±5; Л Д 50 для однодневного возраста утят 

около 60 мкг.
Авторы указывают, что афлатоксин В представляет смесь 

близких соединений.

В острых и хронических опытах по изучению токсичности 
пораженного грибом земляного ореха отмечены характерные 

поражения печени —  острые гепатические некрозы, увеличение 
ее веса, наличие метастазов, а также в отдельных опытах к ар
циномы, т. е. гепатотоксическое и карциногенное действие [171а].

Смит и М ак Кернан [210] хроматографией хлороформного 
экстракта из токсичного штамма Asp. flavus на тонкослойном 

селикагеле отметили наличие около 12 фракций. Пять из них 
при скармливании утятам вызывали поражение печени, анало

гичное с наблюдаемым при заболевании «X» болезнью.

В опытах авторов высоко токсичный штамм v4sp. flavus вы

ращивался в течение 9 дней при 27° С на минеральной среде с

190



глюкозой и азотнокислым аммонием. Из 12 четко различных 

зон по уровню Rf и характеру флюоресценции в У Ф  свете тре
тий и четвертый компоненты составляли около 60% всего ис
ходного токсина. Четвертый и девятый компоненты давали го- 
лубовато-зеленую, а остальные — темно-синюю флюоресценцию 
в У Ф  свете. Различно изменялся цвет отдельных компонентов 
при опрыскивании хроматограммы 5 % -ной серной кислотой. 
Для биологического испытания фракции были экстрагированы 
хлороформом, очищены повторной хроматографией и в одина

ковом весовом отношении растворены в воде. При скармлива
нии полученных фракций однодневным утятам они заболевали 
через семь дней. Гистологическое изучение показало, что при 
скармливании третьего, четвертого, пятого и девятого компо

нентов токсина отмечены изменения, сходные с наблюдаемыми 
при «X» болезни. Установлены различия в составе хроматогра

фически обнаруженных компонентов токсина у сильно и средне 
токсичных штаммов Asp. flavus.

Аспергиллотоксикозы сельскохозяйственных животных в 
С С С Р  и токсические свойства грибов изучал Джилавян [22].

Патурова и Гусарев [60] установили зависимость токсично

сти эфирного экстракта из выделенных у больных культур Asp. 
clavatus от температуры культивирования гриба (при темпера
туре 37° С больше, чем при 18— 20° С ).

Тайлден, Вильямсон, Коепич [216, 216а] отмечают остро 
токсическое действие на почки эндотоксинов, полученных из 

мицелия Asp. fumigatus и Asp. flavus. В их опытах на мышах 
токсины вызывали характерные некрозы коркового слоя почек, 

а эндотоксин Asp. fumigatus, кроме этого, обладал также силь
ным гемолитическим и дермонекротическим действием на кро

ликов.
Уинстон и Тайлден [228] хроматографическим разделением 

на ДЕАЕ-целлюлозе получили из Asp. flavus два эндотоксина, 
содержащие незначительное количество гексозоамина и более 

высокое безазотистого сахара.
Джеквет [162а] обнаружил, кроме термолабильного токсина 

у культур Asp. clavatus, вызывающих отравления крупного р о 
гатого скота, также термолабильный компонент, обладающий 
антибиотическими свойствами.

В связи с выяснением этиологии гепатитов сельскохозяй

ственных животных Б. Уильсон и К. Уильсон [227а] проведено 
изучение токсических свойств Реп. rubrum. В опытах перечис
ленных авторов был штамм гриба, изолированный из куку
рузы, вызывавшей токсикозы свиней и крупного рогатого ско

та в СШ А.
Для изоляции токсина гриб выращивали на увлажненном 

1%-ной сахарозой стерильном зерне кукурузы в течение 14 дней 
при 30° С. Неочищенный препарат токсина (А) получен при
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экстракции амиловым спиртом подкисленного метанолового 
экстракта из зараженного грибом зерна кукурузы. Из неочи

щенного препарата получены две фракции по их растворимости 
в этилацетате. Изучены некоторые физико-химические и био
логические свойства.

Сопрунов и Галюлина [90] отметили, что гифы хищных ви
дов грибов, которые поражают нематоды, выделяют вещества, 
вызывающие их гибель или паралич.

Ольтоф и Эстей [183] показали, что нематофагный гриб — 

Arthrobotrys oligospora, который клейкими гифами захватыва
ет нематод и затем поражает их, выделяет токсическое веще
ство. В опытах авторов паралич нематод Rhabditis sp. насту
пал при погружении их в водный экстракт из пораженных гри
бом нематод. Фильтрат Arthrobotrys oligospora на среде Ч а 

пека с дрожжевым экстрактом или экстракт из непораженных 
нематод такого действия не оказывали.

В зависимости от экспозиции и, очевидно, от степени п ора
жения грибом угнетающее действие на нематод было различ

но: при погружении в экстракт на 12— 24 час приблизительно 
половина из них инактивировалась и около 30% погибало.

ТОКСИНЫ ФИТОПАТОГЕННЫХ ГРИБОВ

Значительное количество исследований посвящено изуче
нию токсических веществ фузариев — возбудителей увядания 

растений.
Возбудителями увядания различных растений являются бо

лее или менее специализированные формы широко распростра
ненного вида фузариев —  Fusarium oxysporum S с h 1 h t. Этот 
гриб, так же как и Fus. motiiliforme и некоторые другие виды 
фузариев, нередко преобладает в почве, непосредственно при

легающей к корням растений, и на корнях здоровых растений. 
При проверке многих культур Fus. oxysporum сразу  же после 
выделения их из почвы и корней, например, хлопчатника, не
которых зерновых злаков оказалось, что только незначитель

ный процент общего количества испытанных является токсич
ным для семян и проростков растений. Фильтраты большинства 
культур этого гриба не оказывали токсического действия или 

стимулировали рост.
Виды фузариев, по сравнению со многими другими широко 

распространенными почвенными микромицетами проявляют 
определенно выраженный фитосимбиотрофизм [8а]. В связи с 

этим изучение различных сторон метаболизма форм Fus. oxy
sporum, выяснение их значения в метаболизме высшего расте
ния и его устойчивости к заболеванию представляет значи

тельный интерес.
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Наиболее обстоятельные исследования по изучению условий 
образования, химической природы, свойств и механизма дей

ствия токсинов увядания проведены Гойманном и его ученика

ми [18, 139— 152 и др.].
Установлено, что как при культивировании, так и при опре

деленных условиях в больном растении Fus. oxysporum f, lyco
persici и иные биологические формы этого вида, а также не
которые другие виды фузариев, образуют комплекс различных 

по химической природе токсических веществ.
Это —  дипептид-ликомаразмин, 5-п-бутилпиридин-2-карбо- 

новая или фузариевая кислота, вазинфускарин, аналогичный, 
вероятно, пектолитическим ферментам, впоследствии обнару

женным многими авторами у различных форм этого вида. Ли- 
комаразмин и фузариевая кислота образуются при культиви
ровании вирулентных и невирулентных штаммов Fus. oxysporum 
f. lycopersici, а также in vivo в пораженном грибом растении. 
Их образование в растении и степень токсического действия 
зависят от многих условий— питания растений, устойчивости 

к заболеванию и других факторов.
Л и к о м а р а з м и н  образуется в мицелии гриба и куль

туральной жидкости. Отмечается с семидневного возраста куль
туры (10 мг/л), но максимальное содержание обнаруживается 
в полутора-двухмесячных культурах (до 200— 300 мг/л). Он 
обладает узко специфическим действием: токсичен только для 
ткани листьев растений томатов, а также проявляет некоторое 

антибиотическое действие на Lactobacillus casei. Молекулярная 
формула ликомаразмина С 9Н 15О 7, молекулярный вес 277.

Ликомаразмин действует специфически только на ткань ли
стьев между главными жилками, вызывая некрозы. Он разру 

шает полупроницаемость плазматических мембран, что умень
шает способность клеток удерживать воду и нарушает водный 
баланс растения. Кроме этого, ликомаразмин образует с иона

ми железа железо-ликомаразминовый комплекс и тогда ста
новится значительно токсичнее для растений томатов. Другие 
ионы —  Мп, M g, Со, Ni, Си при введении с ликомаразмином 

в растения томатов не увеличивают его токсичности. Недоста
точность железа имеет значение в чувствительности томатов 
к действию ликомаразмина.

Ф у з а р и е в а я  к и с л о т а  образуется в мицелии и глав
ным образом  в культуральной жидкости при выращивании на 
синтетической среде с глюкозой и азотнокислым аммонием. М ак

симум накопления в культуральной жидкости совпадает с 

максимумом интенсивности роста мицелия. Биосинтез фуза- 
риновой кислоты стимулируется наличием в среде цинка 

(рис. 45).

Молекулярная формула — C 10H I3O2; молекулярный вес 179, 
температура плавления 98— 100° С.

13— 165 193



Чувствительность разных видов растений к фузариевой кис
лоте неодинакова (табл. 49). Наиболее чувствительны к ней 
хлопчатник и томат.

Фузариевая кислота является значительно менее специфи
ческим токсином, чем ликомаразмин. Она задерживает рост

бактерий (Вас. subtilis, Е. co
li, В. megatherium, Мус. рага-

Рис. 45. Биосинтез фузариевой и де- 
гидрофузариевой кислот в культу
ральной жидкости F. oxysporum f. 

lycopersici (по Goumann):

а — рост мицелия (Ж), и антибиотиче
ская активность культуральной жидкости 
к Ustilago zeae (Ust)\ б — содержание 
чистой кристаллической фузариевой кис
лоты (/) и чистой кристаллической дегид- 
рофузариевой кислоты (2) в культураль
ной жидкости; в — влияние цинка на об 
разование фузариевой кислоты (цифры на 
оси абсцисс — мг цинка/л среды): / — вес 
сухого мицелия; 2 — антибиотическая ак
тивность культуральной жидкости.

Рис. 46. Изменение содержания глю
козы и разных форм азота при био

синтезе фузариевой кислоты F. оху- 
sporum f. lycopersici (по Sanwal):

а — рост мицелия (1) и содержание 
глюкозы (2) в культуральной жидкости; 
б — изменение содержания азота аминного 
(/), азота пуринов (2) и азота фузариевой 
кислоты (5) в культуральной жидкости; 
в — изменение содержания общего (/), ам 
монийного {2) и нитратного (<?) азота в 
культуральной жидкости.
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tuberculosis, St. aureus, Strept. faecalis, Pseudomonas aerugi
nosa. Candida vulgaris) в концентрации от 10-3 до Ю-4 M,

Чувствительны к фузариевой кислоте зеленые водоросли — 
Spirogira nitida, Haematococcus sp. и др.; она задерживает 
рост мицелия Corticium vagum.

Фузариевая кислота резко тормозит прорастание хламидо
спор Ustilago zeae —  50% прорастания отмечается при кон
центрации 10-4 М. Это ее свойство используется для определе
ния наличия фузариевой кислоты в культуральной жидкости.

Наряду с фузариевой кислотой при культивировании Fus. 
oxysporum f. lycopersici образуется также дегидрофузариевая 
кислота (формула —  СюНцОа, молекулярный вес 177, t° пл. 
118— 120° С ), которая представляет собой ненасыщенную ф ор 

му и появляется нередко в культу
ральной жидкости некоторых видов 

фузариевой кислоты.
Фузариевая кислота обладает 

высокой степенью токсичности для 

разных видов растений; токсикоор- 

ганотроппое ее действие проявляет

ся в разной степени в зависимости 
от дозы и вида растения. Она мо
жет образовывать в растении водо
нерастворимые хелатные комплексы 
с ионами металлов.

Сэнуэл [201] с использованием 
меченых изотопов 2— С 14 глицина, 
меченного в углероде метальной 
группы и С 14 фузариевой кислоты, 
меченной в карбоксильной группе, 
изучил влияние состава среды на 
образование токсинов вирулентным и авирулентным штаммами 
Fus. oxysporum f. lycopersici.

Грибы выращивали на основной среде следующего соста
ва: 50 г глюкозы, 10 г (N H ^ N O a , 5 г КН2Р 0 4; 2,5 г M g S 0 4 

и 0,02 г FeCb на 1 л дистиллированной воды (pH 4,0— 4,5) 
в течение пяти недель, а также на ее модификациях — с с о 
держанием половины нормы азота или половины нормы угле
рода, или половины источников азота и углерода.

Установлено, что при уменьшении содержания азота и 
углерода в среде у вирулентного штамма токсинообразова- 
ние происходит более интенсивно, чем у авирулентного. И с 
пользование вместо глюкозы глицина, как единственного 

источника углерода, приводит к уменьшению накопления в 
среде мицелия, но возрастает биосинтез фузариевой кислоты. 
При использовании аспарагиновой или глутаминовой кислоты 
биосинтеза фузариевой кислоты не происходит.

Т а б л и ц а  49

Чувствительность разных рас- 
тений-хозяев к фузариевой кис
лоте

Растение

Минимальные 
токсические дозы, 

мг/кг 
живой ткани 

растения

Рожь . . . 1000— 2000
Кукуруза . . 1000— 2000
Горох . . . 1000— 2000
Фасоль . . . 100—  200
Рис . . . . 100—  200
Томат . . . 150
Хлопчатник 10— 20
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Динамика основных процессов метаболизма гриба при 
биосинтезе фузариевой кислоты приведена на рис. 46.

Автором показано, что гриб в процессе жизнедеятельности 
образует и выделяет в среду многие другие метаболиты — бел
ки, аминокислоты, сахара и др. Вирулентный штамм образует 

почти в четыре раза больше белковых веществ.
Фузариевая кислота при введении в малых дозах (150 мгікг 

сырого веса) усваивается растением. Около 10% ее декарбо- 

ксилируется с образованием С и0 2 и, возможно, 3-п-бутилпири- 
дина, около 30% превращается в спиртонерастворимую фрак 
цию, около 20% —  в нейтральные и основные вещества и около 
30% остается неизменной; при дальнейшем уменьшении вводи
мой дозы содержание свободной фузариевой кислоты в ткани 

уменьшается. При дозе 200 мг/кг сырого веса растения около 
77% ее превращается в растении, а при дозе 100 мг/кг —  около 
93% . Автор предполагает, что поражение растений может вы
зываться также образованием более токсических производных 
или других продуктов превращения фузариевой кислоты.

При инфильтрации в срезанные растения томатов меченной 
по С 14 фузариевой кислоты в растворах с различным pH было 

отмечено, что при кислом pH (4,3) больше ее обнаруживается 
в стеблях, а при инфильтрации такой же концентрации раство-

Т а б л и ц а  50

Распределение фузариевой кислоты в стеблях и листьях 
томатов при разном pH (в %)

Радиоактивность

pH
Время определения №

радиоактивности опыта

Стебли Листья Потери

4,3 Сразу после заражения 1 66 27 7
2 67 28 5
3 65 25 10

4,3 Через 48 час . . . . 4 5 62 33
5 5 59 36
6 6 73 21

7, 0 Сразу  после заражения 7 47 44 9
8 42 47 11

7,0 Через 48 час . . . . 9 19 67 14
10 18 53 29

ра (150 мг/кг), но при pH 7,0 она преобладала в листьях. Как 
видно из табл. 50, в последующие 48 час инфильтрации зна
чительное количество кислоты перемещается из листьев в стеб

ли. При этом локализация ее в тканях сопровождается прояв
лением внешних симптомов поражения, характерных при заб о 
левании увяданием.
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Фузариевая кислота принадлежит к неустойчивым соеди
нениям. Так, при инфильтрации в побеги томатов 120 мг/кг 
сырого веса меченой кислоты через 48 час остается неизменной 

только до 7% ее, остальное количество подвергается различным 
превращениям в растении, причем степень превращения зави
сит от величины первоначальной дозы.

Нисимура [182а] установил, что многие штаммы Fusarium 
oxysporum и F. moniliforme, различного происхождения, обла
дают способностью образовывать фузариевую кислоту, вызы
вающую увядание различных растений.

Эта кислота обнаружена в растениях хлопчатника, томатов 
при заражении почвы вирулентными штаммами грибов F. oxy
sporum {163, 164, 171 и др.].

При искусственном заражении почвы Fus. oxysporum f. 

vasinfectum отмечена различная степень накопления кислоты 
в зависимости от типа почвы и других факторов. Так, инакти
вация ее в нестерильной почве значительно больше, чем в сте

рильной почве и песке [164].
В зависимости от условий и степени токсичности продуцен

та, концентрации в тканях растения фузариевая кислота р а з 
личным образом  влияет на водный обмен растения и увядание. 
При высокой дозе токсина (100— 200 мг/кг сырого веса в тече

ние первого часа) водообмен парализуется сразу и восстанав
ливается наполовину через три— пять часов; при низкой дозе 
(20 мг/кг) подача воды в ткань повышается, наряду с поступ
лением идет и транспирация, и в первую фазу интоксикации 

растения томатов не страдают от недостатка воды. Нарушение 
водного обмена наступает после появления некрозов в тканях, 
когда траспирация преобладает над поступлением воды, что 
приводит к уменьшению ее содержания в клетках и потере их 

тургора.
Гойманн считает, что фузариевая кислота, образуемая гри

бом при поражении растения и вовлекаемая в транспирацион- 
ные токи, может оказывать патологическое действие многими 
путями. При декарбоксилировании в больном растении из фу- 
зариевой кислоты образуется З-д-бутилпиридин, токсическое 

действие которого в 100 раз большее, чем неизмененной кислоты. 
Наоборот, при метилировании атома азота в пиридиновом коль
це фузариевой кислоты образуется амидная форма ее, нетоксич

ная для растения (рис. 47).

Образование амидной формы фузариевой кислоты в расте 
нии автор рассматривает как защитную реакцию самого р а 

стения.

В устойчивых к увяданию сортах нейтрализуется указан
ными путями до 24% введенной в ткани фузариевой кислоты, а 

в чувствительных сортах реакцией метилирования обезврежи
вается только 8— 9% ее.
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Пиридиновое кольцо фузариевой кислоты в низких концен
трациях нарушает в протопласте некоторых растений окисли- 
тельное фосфорилирование, а алифатическая боковая цепь ее в 
(З-положеиии, наоборот, в более высокой концентрации повре
ждает цитохромоксидазу. Кислота и ее производные оказы
вают влияние на активность окислительных ферментов.

При функционировании в транспирационном токе фузарие- 
вая кислота и ее производные изменяют водопроницаемость 
протопластов клеток тканей растения-хозяина. Это действие 
зависит от чувствительности ткани растения, концентрации кис
лоты или ее производных, условий питания растения, его устой
чивости и других факторов.

По данным Гойманна, фузариевая кислота, образуемая гри
бом при поражении растения, является одним из факторов, 
вызывающих заболевание растений увяданием.

Рис. 47. Возможные превращения молекулы фузариевой кис
лоты в растении, пораженном Fusarium oxysporum f. lycoper- 

sici (no Goum ann).

Пептидоподобное вещество к у л ь м о м а р а з м и н ,  обла
дающее фитотоксическими свойствами, изолировано из культу
ральной жидкости Fus. culmorum [167а]. Брайэн с сотрудниками 
[116] изолировали в кристаллическом виде из культуральной 
жидкости Fus. equiseti ( C o r d a )  два фитотоксических веще
ства— д и а ц е т о к с и с ц и р п е н о л и с ц и р п е н т и о л .  В 
опытах авторов остротоксическое действие на бобовые оказывал 
диацетоксисцирпенол, который, по их мнению, может быть так
же токсичен для животных.

В и к т о т о к с и н и н  (виктотоксин) образуется Helmintho- 
sporium victoria — возбудителем пятнистости листьев овса. Ток
син обладает узкой специфичностью действия, оказывает токси
ческое действие на чувствительные сорта овса [170].

Сорт овса (Avena bysantina С, K o c h )  Виктория был в 
1927 г. ввезен в СШ А из Уругвая и широко использован в се
лекционной работе по выведению устойчивых к корончатой 
ржавчине сортов. К 1945 г. сорта этого происхождения соста
вили до 3Д всех сортов овса, произрастающих в стране. С этого 
же, примерно, времени установлено, что они в сильной степени 
поражаются полосатостью листьев, вызываемой новым видом 
гриба Helminthosporium victoria M e  eh. et M u r p h y  [175].
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Оказалось, что гриб обладает выраженной специфичностью: 
сорта овса другого происхождения были устойчивы к п ора

жению [172].
Лаитзенберге [172] установил, что в растениях овса чувстви

тельных сортов экстракт из мицелия H. victoria или из з а р а 

женного грибом растения в больших разведениях вызывает 
быстрое образование хлорозов, увядание, некрозы. Токсин сни
жает транспирацию как у чувствительных, так и у устойчивых 

сортов.
В опытах автора гриб выращивался на овсяном агаре на 

протяжении 10 дней; затем мицелий с одной чашки Петри сни
мали, измельчали и заливали 50 мл дистиллированной воды, в 
некоторых случаях подогревая паром в течение 5 мин. Испыта
ние токсичности экстракта производилось путем обрызгивания 
раствором токсина листьев растений, выдерживанием отрезков 
стеблей, проращиванием семян в растворах токсина в стериль

ной и нестерильной почве или на агаре с токсином.
Установлено, что токсин диффундирует через эпидермис, 

проходит в ткань листа и сильно поражает ее, вызывая об р а 
зование некрозов, увядание и засыхание листьев чувствитель
ного сорта овса (Виктория) в больших разведениях. Симптомы 
поражения ткани под влиянием токсинов были аналогичны 
наблюдаемым при поражении растения самим грибом. При 
прорастании семян чувствительных сортов в растворах токси
на отмечены (в зависимости от концентрации) потеря всхоже

сти семян или сильное угнетение роста проростков, особенно 

корней.
Л ак  и Уиллер [174] отметили определенную связь между 

активностью токсинообразования и патогенностью культур 

H. victoria.
В их опытах гриб выращивался на среде следующего с о 

става: 5 г (NH4hC4H40 6! 1 г К Н2Р 0 4; 0,5 г M g S 0 4 -7H20 ; 
0,13 г С аС !2; 0,1 г NaCl; 30 г сахарозы  в 1 л. Наиболее актив
ное токсинообразование наблюдалось в стационарной культу
ре. Отмечены значительные колебания в активности в зависи
мости от объема среды. Так, при культивировании в 20 мл 
среды в колбах емкостью 125 мл культуральная жидкость со 
держала 500— 5000 ед токсина на 1 мл, а при культивировании 

в 200 Мл среды в колбах емкостью 2 л —  100 ед/мл.
Максимальное токсинообразование отмечено, начиная с девя

тидневного возраста культуры, оно связано с периодом наибо
лее активного роста мицелия H. victoria и сопровождается 
подкислением среды (до 2— 3,5 pH ). Подщелачивание культу
ральной жидкости с возрастом гриба сопровождается потерей 
токсичности. Токсин термостабилен. Условной единицей токсич
ности авторы считают содержание токсина в 1 мл, которое 

вызывает уменьшение длины корней до 50% по сравнению с
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контролем. Семена чувствительного сорта овса после 24 час 
прорастания в дистиллированной воде на фильтровальной бу
маге помещали на чашки с различным разведением токсина. 

В опытах с пятью сортами овса, генетически связанными с

Рис. 48. Токсинообразование у патогенных и непатогенных вариантов 
Helminthosporium victoria (по Luke, Wheeler):

вес мицелия (а), изменение pH (б), выход токсина (в), патогенность для 
проростков овса (г). 1, 2, 3 — патогенные варианты; 4, 5 — непатогенные ва
рианты; 6 — контроль.

сортом Виктория, отмечено уменьшение длины корней при 
разведении фильтрата 1 : 1 200 ООО, в то время как у четырех 
сортов, не связанных генетически с сортом Виктория и не 
чувствительных к токсину Н. victoria, это наблюдалось только 

при разведении культуральной жидкости 1 : 6 и меньше. Ряд
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растений —  пшеница, рис, ячмень, рожь, кукуруза, томаты, 
горох, бобы, свекла и другие оказались устойчивыми к этому 

токсину.
Авторы наблюдали также обильный рост микроорганизмов 

на неразведенных фильтратах гриба, что дает основание счи
тать его нетоксичным для последних. При изучении пяти ва
риантов из моноспоровых культур H. victoria, отличающихся 
патогенностью, установлено, что среди патогенных культур 

различие в степени патогенности связано с активностью ток- 

синообразования (рис. 48).
При выращивании H. victoria на синтетической среде так

же отмечено активное токсинообразование: неочищенный фильт
рат вызывал гибель сеянцев чувствительных сортов овса в р а з 

ведении 1 : 1000, а снижение роста корней на 50% — в разве

дении 1 : 1 ООО ООО.
Токсическое вещество, названное виктотоксин, было полу

чено в частично очищенном виде. Оно нерастворимо в серном 

и петролейном эфирах, хлористом углероде.
Прайнгл и Браун [192— 194] выделили токсины H. victoria 

в чистом виде и определили их химическую природу.
Активные штаммы гриба выращивали на среде приведен

ного выше состава с добавлением микроэлементов поверхност
ным методом при 25° С в течение 28 дней. Для очистки была 

использована культуральная жидкость в среднем задерживаю
щая рост корней проростков овса в разведении 1 : 128 ООО. П ер
вичное выделение и очистка проведены по схеме:

1) подкисление культуральной жидкости до pH  3,6 0,1 -н. 

H 2S 0 4; 2) упаривание ее под вакуумом ниже 45° С до 0,1 пер
воначального объема; 3) осаждение метанолом посторонних 
примесей из концентрата (равный объем метанола) и его по
следующее удаление; 4) экстракция токсина n-бутанолом (рав 

ным объемом); 5) концентрация бутанольного экстракта в 
вакууме, при температуре ниже — 45° С, добавление п-метанола; 

6) хроматография бутанол-метанольного экстракта на колонке 
окиси алюминия.

После промывания метанолом и 50%-ным водным этанолом 
проявлено две цветных полосы. Токсин элюирован 1%-ной вод
ной уксусной кислотой. Уксуснокислый элюат концентрирован; 

раствор обладал способностью задерживать рост корней чув
ствительного сорта овса в концентрации около 0,02 мкг/мл.

Выход токсина достигал 100 мг со 100 л культуральной 
жидкости. Он не устойчив и быстро инактивируется при pH 4,0 

и аэрации, в связи с чем отмечаются большие потери при 
выделении и очистке. Дальнейшая очистка проводилась адсорб
цией на крахмале, целлюлозном порошке, ионофорезе на бу
маге. Очищенное вещество изучено хроматографией на бумаге 

в нескольких растворителях; всюду получено одно пятно

201



(табл. 51). Очищенный токсин полностью задерживал рост 
корней проростков чувствительных сортов овса в концентра

ции 0,01 мкг! мл.

Т а б л и ц а  51

Хроматография на бумаге виктотоксинина H . victoria

Система растворителей
R f-пятна 
токсина

Бутанол : бензиловый спирт : вода ( 1: 1 : 0 : 288) . . 0.0
Бутанол : уксусная кислота : вода ( 100: 1: 15)  . . . 0,2
Пропанол : уксусная кислота : вода (200 : 3 :100) . . . 0,7
Пропанол : фосфатный буфер pH 5,0 ( 2: 1) .  . . . . 0,8
Метилэтилкетон : пропионовая кислота : вода ( 15 : 5 : 6 ) 0,6

Два компонента обнаружены авторами при хроматогра

фии на бумаге (пропанол : уксусная кислота : вода —  200 : 3 : 
100) раствора токсина, предварительно обработанного в тече
ние 24 час насыщенным водным раствором двууглекислой соды. 

При проявлении нингидрином было два пятна: Щ  0,84, что 
соответствует виктотоксинину — трициклическому вторичному 

амину с двойной связью, и Rf 0,67, что соответствует пентапеп
тиду, дающему при гидролизе аспарагиновую и глутаминовую 

кислоты, глицин, валин и один из лейцинов.
В дальнейшем авторы предложили видоизмененный метод 

получения виктотоксинина из культуральной жидкости [194]. 

Они предполагают, что специфичность токсина связана с пеп

тидной частью токсина.
Бэрри и Фатрэлл [110] изучили токсичность проростков чув

ствительных и устойчивых сортов овса к фильтратам культур 

H. victoria из среды Чапека с различными источниками азота. 
П о их данным, наиболее токсичными для проростков чувстви
тельного сорта были фильтраты с азотнокислым аммонием, з а 

тем сернокислым аммонием, фенилаланином, триптофаном, ме
тионином, тирозином, аспарагином. На проростки устойчивого 

сорта токсическое действие оказывали фильтраты со среды с 
метионином, фенилаланином и другими аминокислотами.

Ш еффер и Прайнгл [205] изучили токсичность виктоксини- 

на для семян и проростков различных злаков. В их опытах 
исходные фильтраты четырехнедельного возраста культуры 
H. victoria задерживали рост проростков овса в разведении до
1 : 2 000. Кристаллический солянокислый виктоксинин испытан 

в концентрации 50, 100, 200 мкг!мл для чувствительных и устой
чивых сортов овса, яровой пшеницы, ячменя, сорго, риса. Н аи 
более чувствительным к токсину был овес, затем рис, 

ячмень (полное подавление роста сеянцев при концентрации
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200 мкг/мл), затем пшеница и ячмень. При концентрации 

100 мкг/мл отмечено подавление роста корней овса на 50%, 
а корни сеянцев других испытанных злаков не угнетались. К 
концентрации 50 мкг/мл корни проростков всех злаков были 
устойчивы.

Подавляющее действие на корни проростков овса зависит 
от pH среды: оно значительно усиливается при pH 7— 8 и почти 
не отмечается при pH 4,0 (при половине минимальной концен
трации —  38 мкг).

Виктоксинин более токсичен в неионизированной форме при 
высоком pH, чем в ионизированной при низком pH. П о данным 

авторов, он значительно снижает поглощение кислорода тка

нями корней и вызывает потерю в их сухом весе.
Изучение влияния виктоксинина на активность дыхания ми

тохондрий из проростков овса показало, что токсин угнетает 
их сукциноксидазу, сукциндегидрогеназу и кетоглютаровое 

окисление, но не оказывает действия на дегидрогеназу яблоч
ной кислоты. Исходя из сравнительно низкой токсичности вик
токсинина по сравнению с исходным токсином и различий в его 

действии на отдельные процессы метаболизма в растении, авто
ры не считают, что он имеет существенное значение в заболе
вании растений при поражении их H. victoria.

К о х л и о б о л и н  —  токсин, образуемый Helminthosporium 
oryzae, возбудителем бурой пятнистости риса. Орсениго [185, 
186] показал, что фильтраты гриба образуют токсины, угне
тающие прорастание зерна и рост проростков риса. Автором 

изучено токсинообразование в зависимости от условий культи
вирования гриба. Хроматографически установлено в хлороф ор
менных экстрактах два вещества, одно из которых обладает 
токсичностью. Токсин выделен в кристаллическом виде; темпе
ратура плавления 180— 182° С; слабо растворим в воде и пол

ностью —  в хлороформе и ацетоне. В больших разведениях 
токсичен для сеянцев риса.

Людвиг [173] изучил динамику токсинообразования разными 
штаммами Helmintosporium sativum —  возбудителя заболева
ния ячменя. П о данным автора, максимум токсинообразования 

в зависимости от условий культивирования наступает в разном 
возрасте культур. После максимума токсичность фильтратов 
резко снижается. Токсин H. sativum не обладал специфичностью.

Ш еффер и Прайгнл [203] получили токсическое вещество 
из культуральной жидкости Periconia circinata, вызывающего 

заболевание некоторых злаков (сорго и др.). Токсин оказы
вал избирательное действие на чувствительные к поражению 
грибом растения.

Два наиболее вирулентных штамма выращивали на среде 
следующего состава: 30 г сахарозы , 5 г виннокислого аммо

ния, 1 г N H 4NO 3, 1 г КН2Р 0 4, 0,5 г M g S 0 4 • 7Н20 , 0,1 г NaCl,
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0,13 г С аС !2-2Н20 , 1 г/л дрожжевого экстракта. Образование 

токсина происходило на 21— 28-й день; культуральная жид
кость приобретала грязно-коричневый цвет с желто-зеленой 

флюоресценцией; pH на 18— 20-й день — 4,0 (pH исходное 5,4); 
на 28-й день pH — около 7,0. Токсичность определяли по сте
пени задержки роста корней проростков чувствительного сорта 
в растворах с разным разведением токсина по сравнению с их 

ростом в контроле.
Разработан метод изоляции токсина путем хроматографии 

на ионнообменных адсорбентах. Вещество хорош о растворимо 
в воде, слабо в метаноле. Изучен ряд других свойств токсина. 
При хроматографировании в системе растворителей пропанол ; 
уксусная кислота : вода (200 : 3 : 100) получено нингидрин — 
положительное пятно с Ш  0,57, соответствующее специфической 

токсичности.
Авторы считают, что выделенное ими из Periconia circinata 

вещество является полипептидным производным относительно 
низкого молекулярного веса. Токсин Р. circinata более стаби

лен, чем токсин H. victoria, но значительно менее токсичен. И с
пользование сложных сред (дрожжевого экстракта) для роста 
гриба в дальнейшем значительно затрудняет очистку токсина.

К о л  л ет  о т и н  — токсин, по-видимому, полисахаридной 

природы, выделенный из Colletotrichum fuscum, вызывающего 
пятнистость листьев Digitalis lanata, D. purpurea [137, 138].

Гриб выращивали на видоизмененной среде Ричардса на 

качалке. Максимум образования токсина наблюдался на 17— 
18-й день культивирования, начало образования— 11-й день; 

pH изменяется к этому периоду с 4,5 до 6,8— 7,0; среда пигмен
тировалась в интенсивно желтый цвет.

Токсичность фильтратов испытывали по действию на верху
шечные листья рассады томатов и листья наперстянки. Отме
чен несколько отличный характер действия коллетотина на эти 
растения. Н а листьях томатов типичная пятнистость появлялась 
через 24 час, с более сильным поражением клеток палисадной 
ткани. При погружении черешков листьев наперстянки в раст
вор частично очищенного токсина в концентрации 2500 мкгімл 
симптомы поражения появляются на третий день (увядание, 
обесцвечивание). Они сходны с наблюдаемыми при искусствен
ном заражении растения Colletotrichum fuscum. D. purpurea 
более устойчива к действию коллектотина.

Токсин получен путем фракционированного осаждения аце
тоном ( 2: 1,  3 : 1 ) .  Высушенный исходный фильтрат проявлял 
токсическое действие в концентрации 200 мгімл, а концентри
рованный ацетоном осадок —  30— 60 мгімл. Токсин нерастворим 
в органических растворителях; инактивировался в кислоте и 
щелочи; термостабилен. Разделение хроматографическим пу

тем или адсорбцией на ионнообменных смолах не было успеш
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ным. Хроматографирование кислотного гидролизата вещества 
показало наличие в нем глюкозы, галактозы, маннозы, амино
кислот, но как при сильном, так и слабом кислотном гидролизе 

токсин инактивировался.
Раствор токсина давал положительную реакцию на полиса

хариды. Путем диализа было установлено, что токсин содер
жит полисахаридную и полипептидную фракции.

Оку и Наканиши [184а] изолировали токсин из гриба Asco- 
chyta fabae S p e a g, вызывающего пятнистость листьев бобов.

Гриб выращивали в погруженной культуре на среде сле
дующего состава (на 1 л : 20 г глюкозы 2,5 г пептона, 2 г 
К2Н Р 0 4, 1 г КС1, 0,1 г M g S 0 4 • 7Н20 , 0,01 г F eS04 • 7НгО, 6 мг 
тиамин-мононитрата, 2 мг пиродоксина солянокислого, 2 мг 
рибофлавина, 3 мг кальций-пантотената.

Первичная изоляция токсина производилась экстракцией 
хлороформом из подкисленной до pH 3,0 культуральной жид
кости. После удаления хлороформа под вакуумом коричневый 
осадок был подвергнут обработке горячим n-гексаном, после 

удаления которого кристаллы токсина получены из горячего 
этанола. При перекристаллизации из бензола и ацетона полу
чались нежные светло-желтые кристаллы, хорош о растворимые 

в хлороформе, средне —  в этаноле, этиленгликоле, бензоле, аце
тоне, этилацетане, слабо —  в воде. Образование токсина в куль
туральной жидкости повышалось с трех- до 10-дневного воз
раста культуры при pH 7,0— 8,0. Н а сахарозе, ксилозе, лактозе, 
растворимом крахмале образовывалось меньше токсина, не 
отмечено образования токсина на средах с глицерином, уксус
нокислом натре. Выход токсина на девятый день роста куль
туры составлял 76 мг!л в неочищенных кристаллах.

Изучены некоторые физико-химические свойства токсина: 
в органических растворителях он проявляет сильно выражен
ную зеленую флюоресценцию в У Ф  свете; спиртовый раствор 

обесцвечивается при добавлении капли NaOH . Спиртовый р а 
створ токсина имеет три адсорбционных максимума в УФ-220, 
286, 415 ммк (е =  20, 617; 17, 550; 5, 700); получен характерный 
спектр в инфракрасном свете на плотных пластинках КВг 

(рис. 49). Разрушается при 200— 201° С. Молекулярная форму
ла —  С 15Н 15О 5.

Токсин вызывал образование некрозов на листьях двухне
дельных проростков, задерживал прорастание семян разных 
растений (табл. 52), а также проявлял незначительную анти
биотическую активность. Авторы предполагают, что действие 
токсина в растительном организме может быть связано с тор
можением синтеза металлсодержащих ферментов.

Токсичность культуральной жидкости Phytophthora infes
tans установлена путем инфильтрации ее в дольки картофель
ных листьев [198].
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Гриб культивировался на минерально-сахарозной (10 г/л) 
среде с отфильтрованным соком гороха. Через три-четыре дня 
после инфильтрации культуральной жидкости гриба трех-че- 
тырехнедельного возраста на дольках листьев картофеля отме
чены некротические пятна,слабый хлороз, увядание.

Рис. 49. Инфракрасный спектр токсина Ascochyta 
fabae {по Oku, Nakanishi),

Влияние различных источников углерода — сахаров и орга
нических кислот — на рост и токсинообразование Ph. infestans 
испытано Шейдель [206]. Токсичность фильтратов определяли по

Т а б л и ц а  52

Действие токсина Ascochyta fabae на прорастание 

семян некоторых высших растений

Коэффициент токсичности (отношение 
длины колеоптиля к длине корней)

Концентрация
токсина,
мкг/мл

Рапс Просо Вика

колеоп- 
тиль корни

колеоп
тиль корни

колеоп
тиль корни

200 32 6 18 6

100 45 10 50 5 85 50

50 97 81 71 26 142 69

25 95 126 93 79 102 88

12.5 85 106 122 119 106 139

Контроль 100 100 100 100 100 100

реакции на листьях картофеля. В зависимости от условий куль
тивирования максимальная токсичность фильтратов отмеча
лась в трех— шестинедельном возрасте культуры гриба. Так, 
при культивировании на среде Фриз (20 г глюкозы, 5 г винно
кислого аммония, 1 г NH4NO3, 1 г КН2РО4, 0,5 г M g S 0 4 • 7Н20 , 
0,1 г NaCl, 0,1 г СаС12, 10 капель 1%-ного FeCl3, 50 аневрина 
на 1 л) наибольшая токсичность фильтратов отмечалась в 
трех — пятинедельном возрасте.
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Наиболее пригодными для роста гриба были сахароза, 
глюкоза, янтарная, яблочная, молочная, лимонная и винная 
кислоты.

Токсин, осажденный из культуральной жидкости этанолом, 
оказывает на листья картофеля токсическое действие, анало
гичное действию культуральной жидкости.

Шервуд и Линдберг [207] при культивировании штамма 
Rhizoctonia solani, патогенного для семян и проростков лю
церны, садового горошка и хлопчатника, получили токсин, по
давляющий прорастание семян этих растений.

Гриб культивировался на твердой среде из смеси песка, 
кукурузной муки и воды. Стерильная и нестерильная водная 
вытяжка из этой среды в возрасте двух— пяти недель обладала 
фитотоксическими свойствами. Путем фракционированного 
осаждения ацетоном, диэтиловым эфиром и хроматографиро

ванием на бумаге получено высоко токсическое для семян, 
индивидуальное вещество (Щ  0,4— 0,5— 0,62).

Ряд специфических реакций, по данным авторов, показы
вает, что молекула фитотоксина обладает свойствами фенолов 
и гликозидов.

М ироха, Уильсон, Дэвэу [176а] изучали роль фумаровой кис
лоты в заболевании миндаля гнилью скорлупы, вызываемой 
Rhizopus stoioniferum, Rh. circinatus, Rh. arrhisus. При иноку- 
лировании мицелия гриба, меченного по С 14, в плодах деревьев, 

наблюдались симптомы, идентичные появляющимся при есте
ственной инфекции их. Фумаровая кислота в концентрации, 
обычно наблюдаемой в пораженных тканях, вызывала симпто
мы заболевания. Концентрация ее в листьях больных и зд оро
вых растений не велика и почти одинакова, но в скорлупе 
больных растений значительно больше чем здоровых — соот
ветственно 0,2 и 0,07 мг/г. Авторы считают, что фумаровая 
кислота или ее производные, образуемые грибом, являются 
причиной гнили.

Мирчинк и др. [47— 49] изучили образование токсических ве
ществ Peti, cyciopium и некоторых других видов почвенных 
грибов и их влияние на содержание азота и аминокислот в р а 
стении.

Хенни, Барбье, Ледеге [156а] из культур Asp. flavus, Asp. 
oryzae изолировали два фитотоксические вещества —  аспер- 
гилломаразмин А и Б; первое идентично ликомаразминовой 
кислоте, а второе отличается от него тем, что вместо диами
но-2— 3-пропионовой кислоты (обнаруживаемой при кислотном 
гидролизе) в нем содержится гликокол.

Фитотоксические свойства многих видов почвенных микро
мицетов установлены Пидопличко с сотрудниками [189а]. Име

ются указания также о фитотоксичности антибиотиков из мик

ромицетов —  патулина, виридина, глиотоксина и других.
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Приведенные данные показывают, что многие виды фито
патогенных грибов как при культивировании, так нередко и 
при поражении растений, образуют токсины, относящиеся к 

различным по химической природе соединениям и играющие 
определенную роль в патогенезе вызываемых ими заболеваний.
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i ПРЕВРАЩЕНИЕ СЛОЖНЫХ СОЕДИНЕНИЙ

Превращение и синтез сложных органических соединений 
микроорганизмами в последнее время является предметом изу
чения многих ученых в СССР и за рубежом. Наряду с иссле
дованиями по трансформации стероидов и сердечных гликози- 
дов изучается превращение фенолов и их производных, угле
водородов и других сложных органических веществ.

ПРЕВРАЩЕНИЕ СТЕРОИДОВ

С т е р о и д ы  — сложные эфиры жирных кислот и высоко
молекулярных циклических спиртов. Основу их химической 
структуры составляет скелет гидрированного 1,2-циклопентан- 
фенантрена, к которому присоединены различные радикалы. 
Встречаются стероиды в растительных и животных клетках, 
играют важную роль в процессах обмена веществ и обладают 
высокой степенью физиологической активности.

К этому классу химических соединений относятся такие 
физиологически активные вещества, как холестерин, желчные 
кислоты, гормоны пола и коры надпочечников и др.

Многие растительные стероиды являются дешевым сырьем 
при химическом синтезе различных стероидных соединений.

Гормональные препараты стероидного строения имеют важ
ное значение в медицине, ветеринарии, животноводстве, так 
как необходимы при лечении многих заболеваний, сопрово
ждаемых нарушением или ослаблением различных сторон об
мена веществ и гормональной деятельности организма. Они 
регулируют обмен холестерина и витаминов D, углеводный, 
белковый и солевой обмен, стимулируют сердечную и половую 
деятельность организма. Препараты стероидного строения на
ходят широкое применение в медицине при лечении некоторых 
злокачественных опухолей, при заболеваниях сердечно-сосуди
стой системы, расстройствах половой сферы, нормального те
чения беременности, болезнях матки и маточных кровотечениях, 
некоторых аллергических и кожных заболеваниях, а также при
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ревматических артритах. Применяются также в животноводстве 
как стимуляторы роста молодняка, увеличения яйценоскости кур.

Изучена химическая природа и осуществлен синтез многих 
стероидных препаратов. Химическое превращение стероидов 
может происходить путем гидроксилирования в разном поло
жении атома углерода в их молекуле, окисления спиртовых 
групп в кетоны, дегидрирования, гидролитического расщепле
ния С— С связей, эпоксидирования, разрыва кольца, смешан
ных реакций и др.

Особое внимание в последние годы уделено изучению кор- 
тизонов и их производных. В качестве природного сырья исполь
зуют растительные стероиды — диогенин, соласодин, стигмасте
рин, стигмастрол, эргостерин дрожжей, стероидные гликозиды 
некоторых растений.

Получение препаратов синтетическим путем сопровождает
ся многоступенчатыми сложными химическими реакциями и 
требует длительного времени. Как сообщается в обзорной ра
боте Стоудта по микробиологической трансформации стероидов 
[66], синтез кортизонацетата из деоксихолиновой кислоты был 
осуществлен в результате проведения 32 химических реакций. 
Петерсон и Муррей [50] впервые описали наиболее трудную 
химическую реакцию при синтезе кортизона — гидроксилиро
вания прогестерона в положении 11а, осуществляемую грибом 
Rhizopus nigricans с образованием 11 а-гидроксипрогестерона 
(введение атома «0» к 11 а углеродному атому стероидного ске
лета) (рис. 50). Широкое изучение превращений многих сте
роидных соединений — предшественников кортизонов и их про
изводных — различными микроорганизмами показало, что они 
специфически осуществляют реакции в отношении стереохими- 
ческой конфигурации молекулы субстрата и получаемого про
изводного. Более того, в результате реакций трансформации, 
осуществляемых некоторыми микроорганизмами, получаются 
производные кортизона, обладающие значительно большей 
гормональной активностью, чем природные гормоны. Как вид
но из рис. 51, ферментные системы микроорганизмов могут 
гидроксилировать определенные атомы углерода с образова
нием новых производных, которые не отмечены у млекопи
тающих.

Ферментные системы микроорганизмов сходны с системами 
млекопитающих в гидроксилировании стероидов, гидрогениро- 
вании, в реакции разрушения боковых цепей, гидролиза эфиров 
и ароматизации кольца А.

Использование окислительных систем микроорганизмов при 
воздействии на определенные соединения позволило в промыш
ленном масштабе получать ценные гормональные препараты.

По микробиологической трансформации стероидов имеется 
ряд обзорных работ [32, 51, 52, 65, 72], серия работ Чапека с
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сотрудниками [22— 29], советских [1 — 12] и японских [17— 19, 41, 
42, 45, 49, 60, 61] авторов и др. В настоящем разделе кратко 
приведены сведения из этих публикаций, касающиеся изучения 
трансформации стероидов различными видами грибов (табл. 
53— 57).

Согласно литературным данным, микроскопические грибы 
наиболее активны в осуществлении многообразных реакций

Рис. 50. Гидроксилирование стероидов Rhizopus nigri
cans (по Peterson):

а — схема получения кортизонацетата при помощи 32 ступеней 
химических превращений диоксихолиновой кислоты; б — схема 
получения 11 а - о к си п р о г е ст е р о н а  (Ц ) при гидроксилировании 
прогестерона (I); в — схема получения кортизола при гидрокси
лировании Curvularia lunata 11-деоксикортизола в положении 
lip.

гидроксилирования стероидов. Разные их виды производят эту 
реакцию в различных положениях атома углерода молекулы 
стероида и при этом дают высокий выход превращенного соеди
нения.

Виды Rhizopus неодинаково осуществляют гидроксилирова
ние различных стероидов. Так, Rhizopus arrhizus и Rh. сат- 
bodjae производят его в положении 6(3, 11«, а некоторых суб
стратов— в положении 7p, 11а. Rh. nigricans — преимуществен
но в положении 11а. Как упоминалось, эта реакция наиболее
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трудно достижима химическим путем, а при осуществлении 
ферментными системами Rh. nigricans она сопровождается 
высоким выходом продукта превращения— 11а-оксипрогесте- 
оона (табл. 53).

Рис. 51. Ферментативное превращение стероидов в различном поло
жении атома углерода в их молекуле:
а—микроорганизмами (За. 13. 2$, 53, 63, 7а, 73, S3 (?), 9а. 103, На, ИЭ. 12а, 123,
14а, 15а, 153, 16о. 163, Г/а, 19. 21); 6—млекопитающими (2а, 23, 6а, 63, 7, ИЗ,
16а, 17а, 18—, 19—, 21, 22) (по Peterson).

Асаи и др. [19] изучили 284 штамма разных видов мукоро- 
вых и только у 21 обнаружили способность к гидроксилирова- 
нию прогестерона в 11а-оксипрогестерон.

Т а б л и ц а  53

Превращение стероидов видами Rhizopus

Вид гриба и название 
субстрата

Характер трансформации

6 3 в 7 3 в П а в

Rhizopus arrhizus

Прогестерон 1 7 а - о л ................................ 6g ( + нем - —

ного 11а)

Кортизон ..................................................... То же - —

П р о г е с т е р о н ............................................ 6р, П а - 11а  + 6д

А4 андростен-3, 17-д и он ..................... 68 1-І-П а ) -
Аллопрегиан-Зд-ол, 20-ОН . . . . — 7В —

Прегненолон ............................................ — J 73
Ш а —

Rhizopus cambodjae

П р ог е ст е р он ............................................... 68 11а —

Rhizopus nigricans

П р о г е с т е р о н ............................................. - - 11а

Аллопрегнан-ЗВ, 21-диол 20-ОН . . ТВ
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Ь опытах авторов наиболее высокоактивный штамм культи
вировался на среде, содержащей 5% глюкозы, 2% пептона, 
0,3% кукурузного экстракта (pH 5,2) в течение 48 час на ка
чалке. После добавления раствора прогестерона (50 мг/100 мл) 
инкубация продолжалась еще в течение 48 час. Этил-ацетатный 
экстракт хроматографировали на А1г0 3; в качестве раствори
теля использовали смесь бензола и эфира.

При изучении продуктов трансформации стероидов в ди
намике авторами установлено, что Syncephalastrum sp. при 
инкубировании с раствором прогестерона (100 жг/100 мл) в 
первые 6 час образует диоксипрогестерон, после 48—72 час — 
триоксипрогестерон.

При глубинном методе культивирования Rh. nigricans на ми- 
нерально-глюкозной среде с незначительным содержанием азо
та (0,03—0,02%), глюкозы (до 3%) рост мицелия гриба не
сколько задерживается по сравнению с ростом на среде с 0,5—
0,3% азота, но активность окислительных ферментов значитель
но возрастает. Это способствует более высокому выходу 
1 ltt-гидроксипрогестерона, который в виде нерастворимых ха
рактерных кристаллов призматической или ромбической формы 
обнаруживается в среде [12].

Кроме гидроксилирования прогестерона в положении 11а 
атома углерода с образованием соответствующих оксипроиз- 
водных, Rhizopus nigricans гидрогенирует кольца А16 проге
стерона в 11а-гидроокси-17а-прогестерон, карбониловбизнор 
4-холеи-22 ал-3 дион в 11а, 22 дигидроксибизнор 4-холен 3.

Из других видов мукоровых грибов гидроксилирование в 
положении 11а осуществляет Cunninghamella blakesleeana; Mu
cor corymbifera гидроксилирует в положении 6|3 с образованием 
6-[3 и 14(3~оксипроизводных, a Mucor parasiticus — в положении 
8 или 9 с образованием аналогичных производных (табл. 54).

Т а б л и ц а  54

Гидроксилирование стероидных производных некоторыми видами мукоровых 

грибов

Cunninghamella blakesleeana, 
Absidia glauca

Mucor corymbifera Mucor parasiticus

Субстрат 11 а  в Субстрат 6 Р в Субстрат 8 или 9 в

Соединение

(1 1-диокси- 
кортизол) 11а, 110

4-андростен- 
3, 17-дион 
Прогестерон

63, 14 

60, И

Деоксикор-
тикостерон 8 или 9
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Ерошин, Красильников [4а] сообщают о превращении гидро
кортизона в кортизон грибом Cunninghamella elegans.

Гриб предварительно выращивали в течение трех суток на 
среде, содержащей 10 г глюкозы, Б г кукурузного экстракта, 
5 г пептона и 5 г NaCl в 1 л воды. После этого срока под про
мытую водой пленку вводили суспензию (2 г мела в 50 мл воды 
и 10 ліг гидрокортизона в 2 мл воды) и ферментировали еще 
на протяжении двух суток.

Хроматографически, а также по другим физико-химическим 
свойствам в культуральной жидкости и хлороформном экстрак
те из нее установлено наличие кортизона.

Дюлани, Стэрли, Главач [30], испытав 475 культур 38 видов 
Aspergillus и 476 культур 96 видов Penicillium, установили, что 
для изученных видов аспергиллов также характерно гидрокси- 
лирование стероидных производных в положении 11а, для 
отдельных видов— 11а и 17(5 с образованием 11а и бр-, a так
же 21а-оксипроизводных (табл. 55). Культуры видов пеницил- 
лов в опытах авторов были почти неактивны, только три из 
476 гидроксилировали прогестерон в положении 11а, но более 
характерным для них было гидроксилирование атома углерода 
в положении 15.

Т а б л и ц а  55

Гидроксилирование стероидных производных отдельными видами аспергиллов

Aspergillus niger Aspergillus octiraceus Aspergillus nidulans

Субстрат 11 а, 21 а  в Субстрат 11 а. 6 Р в Субстрат б р в

Прогестерон 11а; П а

63: 
21а, 11а

Прогестерон 
4-Андростен- 

3, 17-дион

11а; 
П а , 63, 
60, 11а

Прогестерон 
162 ол

66, 12

Активность гидроксилирования прогестерона различными 
штаммами рода Aspergillus изучали Иизука и др. [41, 42]. Из 
473 бывших в опыте штаммов наиболее активными оказались 
Asp. niger, Asp. saitoii, Asp. awamori. Авторы отмечают сти
мулирующее влияние на окисление прогестерона добавления в 
среду нитрата аммония. Наиболее активный штамм в их опы
тах за 48 час полностью окислял внесенный прогестерон и на 
69,5% превращал его в 1 la -оксипрогестерон, на 30,5% — в 6 fi, 
1 la -диоксипроизводные. Разные штаммы отличались количе
ственным соотношением указанных продуктов превращения.

Викс, Вейс, Боданский [76] в опытах по определению актив
ности разных штаммов Asp. niger в отношении превращения
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прогестерона в 1 l -эпикортикостерон установили, что при пре
вращении прогестерона в среде образуется а-оксипрогестерон, 
11а, 21-диоксипрогестерон и 11-эпикортикостерон. Последний 
выделен в кристаллическом виде. Авторы отмечают, что среди 
изученных штаммов Asp. niger были культуры, не активные в 
отношении окисления прогестерона в положении 11а.

Влияние условий культивирования на активность окисления 
прогестерона Rhizopus nigricans и Aspergillus ochraceus изу
чили Уивер, Кэннэй, Уоол [74]. Положительное действие, по их 
данным, оказывает тонкое измельчение и равномерное диспер
гирование прогестерона в среде, что достигается растворением 
его в 0,01%-ном водном растворе «Твин 80». При этом условии 
используемый штамм Rh. nigricans осуществлял трансформацию 
прогестерона с образованием 1 la -оксипрогестерона при кон
центрации 8 г!л, а штамм Asp. ochraceus — при концентрации 
20 г]л со 100%-ным выходом оксипрогестерона и при концен
трации 50 г!л с выходом до 65%. При низких концентрациях 
прогестерона (0,5— 1 г!л) образуется значительное количество 
бр, 1 lu -диоксипрогестерона. Отмечено также, что при добав
лении высоких концентраций прогестерона для трансформации 
до 95% образовавшегося Па-прогестерона было в мицелии. 
Изучено влияние продуктов трансформации на грибы.

Чапек и Ганч [24] изучили трансформацию стероидов у 98 
штаммов 24 видов и 11 разновидностей рода Fusarium. Отме
чено два типа реакций, осуществляемых разными видами. Пер
вая — расщепление боковой цепи прогестерона, сопровождаю
щееся дегидрогенированием стероидного скелета в положении
1— 2. В качестве промежуточных продуктов этой реакции обра
зуется равная смесь Д4 андростен-3,17-диона и тестостерона, а 
конечным ее продуктом является тестолактон. Этот тип реакции 
установлен у F. lateritium, F. caucasicum, F. solani. Для боль
шинства остальных изученных видов характерной реакцией 
является гидроксилирование А4 андростен-3,17-диона до поло
жения 15а и бр-ироизводных. Изучено влияние условий куль
тивирования на процесс трансформации.

Эти же авторы испытали 191 культуру 94 видов Penicillium 
в отношении превращения прогестерона [28].

Грибы выращивали на качалке при 27° С в течение 48 час 
на среде следующего состава: 30 г глюкозы, 3 г N aN 03, 0,4 г 
КН2РО 4, 0,2 г M gS04 • 7Н20  на 1 л воды (pH 5,4). После этого 
срока культивирования добавляли спиртовой раствор прогесте
рона (10 мг на 10 мл среды). Через 4, 8 , 16, 24, 48 и 72 час 
путем хроматографирования определяли образуемые в культу
ральной жидкости продукты превращения. Для хроматографи
рования на бумагу наносили хлороформный экстракт культу
ральной жидкости, содержащей 1 мг прогестерона в исходном 
растворе. Бумагу насыщали смесью формалина и этанола (1:1)

226



и затем экстракт разгоняли в системе растворителей, состоя
щей из бензина и лигроина (1 : 1); проявляли смесью р-фени- 
лендиамида и фталиевой кислоты или водным раствором йода. 
Гидроксипроизводные прогестерона в положении 11а давали 
темно-голубое окрашивание с йодом, а в 15|3 — желтое.

Результаты проведенных опытов позволили авторам отме
тить три основные группы превращения прогестерона различ
ными видами пенициллов. К первой относятся виды, осуществ-

Рис. 52. Превращение стероидов видами p. PenicUlium (по Сарек).

Образование из прогестерона тестолактона (а), тестостерона (б) и 11 а  гидроокси- 
прогестерона (в).

лающие отщепление боковой цепи прогестерона в положении С 17 

с образованием тестолактона и тестостерона, как конечных про
дуктов. Ко второй — виды, гидроксилирующие прогестерон в 
положении 11а, и к третьей — в положении 15р стероидного 
скелета (рис. 52). Ряд видов неактивны в отношении превраще
ния прогестерона.

Кроме упомянутых видов аспергиллов, гидроксилируют сте
роидные производные в положении П а с  образованием ана
логичных оксипроизводных также Neurospora sitophila и Ре- 
stallotia faedans, Cuntiinghamella blakesleeanus; Curvularia lu
nata и другие виды этого рода грибов гидроксилируют в поло
жении 11 (3 с образованием аналогичных и некоторых других 
оксипроизводных (табл. 56). При изучении трансформации сте
роидов разными видами рода Curvularia [77] было установлено, 
что С. lunata осуществляет трансформацию некоторых стерои
дов и в положении 7 р.

Виды фузариев, как уже отмечалось, гидроксилируют моле
кулы стероидов преимущественно в положении 15 углеродного 
атома с образованием соответствующих оксипроизводных; Tri- 
chothecium roseum — в положении 17; Ophiobolus herpotrichus 
в положении 21 (табл. 57). Установлена способность многих 
видов грибов осуществлять введение кислорода в определен
ном положении атома углерода в молекуле стероидов (Rhizo- 
ctonia ferrugena — C ii2, Absidia orchidis —  C5, HeUcostylum pe- 
r if or me, Neurospora crassa, Circinella sp.— Ce,9, Calonectria de
cora, Colletotrichum phomoides, Thamnidium elegans — С 12,.
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Т а б л и ц а  56

Гидроксилирование стероидов в положении 11 g разными видами грибов

Curvularia lunata Cunninghamella
blakesleeanus

Trichothecium roseum

Субстрат 11 3 в Субстрат 110 в Субстрат lip  в

Прогестерон 118, 113+21 Прогестерон п а Вещество
«S»

не

Прогестерон
17-ал

11(5; l ip ,  14а Кортексон 110 (+  14а) — —

Кортексон не — — — —

Т а б л и ц а  57

Гидроксилирование стероидов разными видами грибов

Гриб Субстрат

Характер трансформации

Изменение мо
лекулы в по

ложении

Образуемые
производные

Penicillium sp. Андростен-3, 17-дион 1а, 23 I а  + 23
То же Прогестерон 15а 15а
Реп urticae То же 15а 15а
Реп. notatum » 15а 15а
Fusarium sp. Прогестерон и другие стерои 15а

ды 15а 15а
Gibber rei a sp. Кортизон 15а 15а+ 150
Trichothecium. Кортизон, кортикостерон, кор- 17а+ 6р

roseum тикостерон-11 -дегидро 17а 17а+ 1 ICO
17а

Прогестерон 21а 21а
Ophiobolus herpot- Так же 17 од 21а 21а

richus » 11 он 21а 21а

Helicosporium sp. — Си, Phycomyces blakesleeanus, Colletotri- 
chuni antirrhini — C I3, Helicostylum piriforme — Сіб,б,п,н,9' Woy- 
nowicia graminis — Си, Cephalosporium roseum — C 17, Corti- 
cium sasaki, Pellicularia filamentosa — Cjg, Ophiobolus herpotri- 
chus — C2i) [52].

Многими авторами изучены многочисленные культуры раз
ных видов мицелиальных грибов, дрожжей, актиномицетов, 
бактерий в отношении их способности разрушать определенные 
звенья молекулы стероидов и образования их производных. 
Установлено, что наряду с наиболее частой для грибов реак
цией гидроксилирования, одиночной или множественной, опре
деленные виды могут осуществлять реакции окисления с обра
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зованием кетонов, эпиоксидирования, разрушения боковой це
пи с образованием лактона или без лактонизации кольца Д, 
введения двойных связей в ядро без разрушения и с разруше
нием боковой цепи, а также разнообразные и смешанные ре
акции.

Вишер и Уайттштейн [72] отмечают такие виды грибов, осу
ществляющие введение одной-двух двойных связей и разруше
ние боковой цепи молекулы стероидов.

Грибы, вводящие одну-две двойные связи в кето-стероиды.

Без разрушения боковой цепи; действуют со всеми стерои
дами:

1. Alternaria sp.
2. Calonectria decora
3. Ophiobolus sp.
4. Digymella lycopersici
5. Septomyxa affinis

Действуют только с 17а-гидрооксистероидами.
6. Fusarium solani, F. caucasicum
7. Cylindrocarpon radicicola

С разрушением боковой цепи (до 17 кетонов и (или) 17[5- 
карбинолов и (или) кольцевых Д-лактонов только с 17а- 
диоксистероидами):

9. Fusarium solani, F. caucasicum (только с 17а-диок- 
систероидами)

10. Cylindrocarpon radicicola
11. Pycnodothis sp.

Грибы, разрушающие боковую цепь без 1, 2-дегидрогениро- 
вания

12. Gliocladium catenulatum
13. Penicillium lilacinum
14. Penicillium adametzii
15. Aspergillus flavus
16. Penicillium chrysogenum
17. Aspergillus flavipes
18. Mucor mucedo
19. Aspergillus suinus
20. Cephalosporium subverticillatum
21. Fusarium solani
22. Разные Aspergillus sp., Penicillium sp.

Результаты указанных исследований сделали возможным 
использование комбинированного микробиолого-химического 
синтеза для получения в промышленном масштабе многочис
ленных производных стероидов, обладающих высокой физио
логической активностью. Получаемые при микробиологической 
трансформации стероидов гормональные препараты, .аналоги
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или производные кортизона, нередко превосходят по биологи
ческой активности природные гормоны.

Э с т р о н — женский половой гормон — получается химиче
ским путем из дегидроэпиадростерон ацетата или комбиниро
ванным, химико-микробиологическим путем. В последнем слу
чае микробные клетки используются для дегидрогенирования 
A -кольца в 1— 2 положении, приводящего к образованию Д 1,4 
андростадиен-3,17-диона.

Как отмечают Чапек и Ганч [29], при комбинированном 
получении эстрона число реакций сокращается с шести до че-

Рмс. 53. Превращение стероидов Fusarium lateritium (по Capek):

I — исходное соединение для трансформации Fus. lateritium прогестерон; I I  — 

конечное соединение J-дегидротестольлактон; I I I  — исходное соединение А*» 

андростэн-3,17-дион; IV — конечное соединение: Д^-андростадиен-3,17 дион 
(9 частей), /-дегидротестольлактон. (I часть).

тырех и повышается выход гормона. Для комбинированного 
его получения различными авторами применялись штаммы 
Pseudomonas sp., но при этом из прогестерона или Д4 антидро- 
стен-3,17-диона образовывалась смесь стероидных производ
ных— андростадиен-3,17-дион и /-дегидротестостерон в качестве 
промежуточных продуктов и /-дегидротестолактон как ко
нечный продукт.

Авторами был использован штамм Fusarium lateritium 403. 
Превращение Fus. lateritium упомянутого соединения почти не 
сопровождалось образованием нежелательного промежуточно
го метаболита /-дегидротестолактона (обнаружено около 2% 
его), в то время как при использовании прогестерона как ис
ходного соединения образование /-дегидротестолактона дохо
дило до 40% (рис. 53).

Гриб выращивали на среде с 1,5% глюкозы, 0,1% КН2Р 0 4, 
0,05% M gS04, 0,2% пептона; pH до 5,5 доводили перед стери
лизацией 10%-ной Н3Р 0 4. При выращивании на качалке в 
колбах емкостью 750 мл посев 100 мл среды производили взве
сью конидий из агаровой культуры Fus. lateritium 403 10— 14- 
дневного возраста; при выращивании в 20-литровых лаборатор
ных ферментерах посев 10 л среды производили 100 мл 24-ча- 
сового инокулюма на качалке. Концентрация субстрата (Д4- 
андростен 3,17-диона) — 20 .иг/100 мл среды. Продукты транс
формации изучали хроматографическим методом. После окон
чания /-дегидрогенирования исходного субстрата к культураль-
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ной жидкости, отделенной от мицелия, добавляли 2 % глюкозы 
и 1 % хлебных дрожжей для восстановления кетогруппы до 
С і7 с образованием 17|3-гидрооксигіроизводного.

Разработан метод получения препарата и контроля его фер
ментации, при котором выход составлял до 50—60% по отно
шению к исходному стероиду. Чапек и сотрудники показали, 
что Aspergillus oryzae, Asp. chevalieri и Peti, citrinum способны 
осуществлять превращения прогестерона, связанные с расщеп
лением Д-кольца стероида и образованием лактонного кольца.

При использовании Cladosporium resinae в ферментации 
прогестерона были выделены андростендион, тестостерон и аце
тат тестостерона, образование которого связано с разрушением 
боковой цепи [7, 7а]. Образование ацетатов стероидов установ
лено также в процессе ферментации 16а, 17а-изопропиледенди- 
оксистероидов культурой Trichoderma glaucum.

Шлег и Найт [58] показали, что превращение прогестерона 
в 1 la -гидроксипрогестрон конидиями Asp. ochraceus имеет пре
имущества по сравнению с подобным превращением, произво
димым вегетативными клетками мицелия.

Везина и Сегал [71] провели сравнительное изучение актив
ности трансформации стероидов интактными конидиями и ве
гетативными клетками мицелия Asp. ochraceus и других, уже 
изученных в отношении превращения стероидов, видов грибов 
и актиномицетов.

Грибы выращивали на декстринном агаре Сабуро или зерне 
ячменя; готовили взвесь конидий в дистиллированной воде, 
1%-ном фосфатном буфере (pH 7,0) и 1 : 10 000 растворе 
«Твин—80»; затем взвесь фильтровали через стеклянную вату, 
центрифугировали. После центрифугирования промывали 1%- 
ным фосфатным буфером, содержащим 0,005% «Твин—80» и 
дистиллированной водой. Наиболее благоприятным для транс
формации прогестерона было содержание конидий Asp. ochra
ceus в 2 х Ю 8 мл. Среда содержала 0,25% глюкозы и 0,05— 
0 ,1% спиртового, ацетонового или пропиленгликолевого раство
ра прогестерона. Необходима сильная аэрация среды. Продол
жительность трансформации — 16— 24 час.

Интенсивность трансформации прогестерона конидиями Asp. 
ochraceus зависит от температуры, свойств и концентрации суб
страта, концентрации глюкозы и других условий. После окон
чания опыта реакционную смесь центрифугировали, и конидии, 
вновь взвешенные в той же среде с фосфатным буфером, про
гестероном и глюкозой, могли использоваться для превращения 
прогестерона. По данным авторов, одну партию конидий мож
но использовать для превращения разных стероидов до 13 раз. 
При этом процесс трансформации спорами происходит более 
направленно, без образования значительного количества побоч
ных продуктов.
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В биологическом отношении возникающие специфические 
превращения молекулы стероидного субстрата представляются 
как защитные реакции микроорганизма к токсическому воздей
ствию стероидов.

Как показали опыты Чапека, Ганч и Малиновой [21а, 22], 
стероиды угнетают дыхание микроорганизмов, а продукты пре
вращения такого действия не оказывают. Авторы изучили вли
яние прогестерона и 11 а-оксипрогестерона на активность по
глощения кислорода клетками мицелия Rhizopus nigricans, де- 
гидроэпиандростерона и А4 — андростен-3,17-диона клетками 
Actinomyces giobisporum, А4 — андростен-3,17-диона и тесто
стерона у Saccharomyces cerevisiae. Во всех случаях отмечено, 
что превращаемый субстрат угнетает дыхание, а продукт пре
вращения такого действия не оказывает.

Процессы биосинтеза микроорганизмами антибиотиков, фер
ментов, витаминов и других метаболитов обычно характери
зуются полным использованием исходного субстрата, более 
или менее обильным ростом мицелия и, соответственно этому, 
накоплением в мицелии или культуральной жидкости опреде
ленных метаболитов. При трансформации стероидов, в отличие 
от биосинтеза антибиотиков, к среде, первоначально благопри
ятной для роста гриба, добавляется раствор токсического для 
него стероида. При хорошо аэрируемых условиях гриб осуще
ствляет химические изменения определенных звеньев его мо
лекулы, в результате чего стероид обезвреживается. При со
ответствующих условиях реакция протекает в течение несколь
ких часов с большим (до 85—90%) выходом трансформиро
ванного вещества. Отмечено, что трансформируемый стероид 
обычно адсорбируется клетками мицелия гриба, изменяется 
выделяемыми ферментами. Превращенные вещества содержат
ся преимущественно в культуральной жидкости [72].

Процесс трансформации происходит, как правило, в две 
фазы — обильного роста гриба на полноценной питательной 
среде (24— 72 час для грибов) н последующего использования 
мицелия для воздействия на стероиды. Последние вносят в 
виде спиртовых, ацетоновых, метаноловых растворов обычно в 
концентрации от 200— 800 мг до 4 г/л. Продолжительность вто
рой фазы — 12—72 час в зависимости от токсичности, раство
римости субстрата, густоты и возраста исходной культуры, аэ
рации и других условий. После отделения мицелия от раствора 
продукты превращения изолируют прямой их кристаллизацией 
из раствора (например, при превращении прогестерола Rhizo
pus nigricans в 1 la -оксипрогесрол) или путем экстракции, даль
нейшего хроматографического, химического и биологического 
изучения [7, 66].

В зависимости от состава питательной среды, исходного 
субстрата и штамма гриба процесс трансформации стероидов
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может сопровождаться образованием побочных соединений и 
низким выходом оксипроизводных соответствующих стероидов 
Так, при 1—2-гидроксилировании Rhizopus 'ferrugena отмеча
ется гидроксилирование также у Сц, С 15, восстановление кето- 
группы С2о, при гидроксилировании Absidia regnieri, Gliocla- 
dium catenulatum в положении 6j3 также одновременно обра
зуется несколько продуктов превращения.

Для промышленного получения отдельных кортизонных 
препаратов может иметь определенное значение и комплексное 
применение ряда культур микроорганизмов, осуществляющих 
различные стороны превращения молекулы стероида [7]. В на
стоящее время регламенты производственного получения сте
роидных гормонов включают как отдельные этапы технологии 
микробиологическое их превращение, которое заменяет дорого
стоящие и трудно удающиеся химические реакции.

Изучены ферментные системы некоторых видов микроорга
низмов, осуществляющих превращение стероидов. Так, выде
лены в очищенном и кристаллическом виде и изучены фермен
ты Pseudomonas testosteroni [67], некоторых видов актиноми- 
цетов и грибов [52, 65, 66].

Зече [77] при изучении гидроксилирования стероидов раз
ными видами Curvularia установил, что в культуральной среде 
при ферментации стероидов не содержится стероидных гидро- 
ксилаз. Автор считает, что активная роль в гидроксилировании 
стероидов этими грибами принадлежит флавиновым ферментам, 
катализирующим переход молекулярного кислорода на моле
кулу стероида. Окисление стероидов микроорганизмами осуще
ствляется комплексом ферментных кислородактивирующих си
стем, стероидактивирующих, систем промежуточного окисления 
и др. Гидроксилирование стероидов происходит при участии 
кислорода воздуха [52, 65, 66].

Наряду с изучением превращения стероидов значительное 
число исследований посвящено трансформации сердечных гли- 
козидов, относящихся также к группе стероидных соединений 
и применяющихся в медицине при лечении сердечно-сосуди
стых заболеваний.

Молекула собственно гликозида состоит из единицы угле
вода (сахара) соединенного гликозидной связью со спиртами 
неуглеводной природы. Последние обладают лечебными свой
ствами (см. кверцетин, рутин) и носят название аглюконов 
(несахара).

Получение более эффективных новых препаратов или про
изводных природных сердечных гликозидов химическим путем 
также весьма сложно. Отдельные виды грибов способны про
изводить специфические изменения в молекуле определенных 
сердечных гликозидов с образованием новых производных, об
ладающих биологической активностью.
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Специфическое превращение дигитоксигенина в дигоксиге- 
нин и другие производные осуществляется, например, при ис
пользовании Fus. oxysporum f. lini. Гублер, Тамм [35, 36] пока
зали, что этот гриб (Fus. lini) обладает широким комплексом 
ферментов, вызывающих превращение сердечных гликозидов: 
123 и 15а-гидролаз, эстераз, (осуществляющих омыление аце
тильных групп), гидрогеназ, (З-гликозидаз и др.

Нава и др. [49] установили, что Fusarium tnoniliforme, Сип- 
ninghamella blakesleeana, tlelicostylim piriforme превращают

Рис. 54. Превращение сердечных гликозидов видами Fusa
rium и Aspergillus (по Гвоздяку):

а — образование из дигитоксигенина 7 0-оксидигитоксигенина (сле
ва) и дитоксигенина (справа); б — ферментативное расщепление 
эритрозида Aspergillus oryzae с образованием 0- и d-ксилозы.

дигитоксигенин в дитоксигенин, дигоксигенин и образуют еще 
другие ценные производные. Trichothecium roseum превращает 
дигитоксигенин в новые сердечные агликоны — сармонтогенин, 
Л16 ангидродигитоксигенин и биологически неактивный агликон- 
-6-гидроксидигитоксигенин.

В опытах Гвоздика [3, За], изучавшего характер превраще
ний сердечных гликозидов и аглюконов, вызываемых разными 
видами Aspergillus и Fusarium и концентрированным фермен
том из Asp. oryzae, испытано 24 штамма 18 видов аспергиллов 
и 27 штаммов пяти видов фузариев.

Грибы выращивали на среде Чапека с конваллозидом 
(50 мл 0,2% в 70%-ном этаноле на 1 л среды), дигитоксигени- 
ном (50 мг в 10 мл ацетона на 1 л среды). Установлено, что
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изучаемые грибы отличаются незначительной активностью 
гидролиза дигитоксигенина и конваллозида, неодинаковой для 
отдельных видов и штаммов. Путем многократного пересева 
на среду, содержащую исследуемые гликозиды, автору уда
лось повысить их активность, но при посеве на полноценную 
среду активность гидролиза вновь падала.

Более активными в опытах автора оказались штаммы ас- 
пергиллов: фузарии гидролизовали сердечные гликозиды мед
леннее. Преобладающим веществом при трансформации диги
токсигенина фузариями являлся 12|3-оксидигитоксигенин (ди- 
токсигенин), а аспергиллами — 7|3-оксидигитоксигенин и другое 
соединение, по предположению автора — 3-дегидродигитоксиге- 
нин. С использованием Fusarium solani 217 из дигитоксигенина 
был получен дигоксигенин с выходом более 60 %. Неочищенный 
концентрат фермента Asp. oryzae отщеплял от молекул сердеч
ных глюкозидов p-d-глюкозу и p-d-ксилозу (рис. 54, табл. 58, 59).

Т а б л и ц а  58

Превращение дигитоксигенина (Д ) грибами рода Aspergillus

Гриб Штамм д 12 р-Д 7РД
3-дегид

ро-Д

Количество
других

карденоли-
дов

A. amstelodami . . 642 + + + + + + + 1
A. awamory . . . 673 + + + + + 2
A. clavatus . . . . 235 + + + + + 2
A. flavus . . . . 237 + + + + + + 2
A. fumigatus . . 20021 + + + + + 1
» » ............ '0625 + + + + + 3
» » ............ 10130 + + + + 2
A. nidulans . . . 578 + + + + + 3
A. n ig e r .................. 228 + ± + + + 2
» » .............. 10533 + + + + + 2
A. oryzae . . . . 158 + + + + + 3

» 476
+
+

± + + + + + + 2

A. repens . . . . 20157 + + + + + 1
A. sclerotiorum . . 10456 + + + + + 1
A. sulphureus . . 6127 + + + + + 2
A. Sydowii . . . 602 + + + + + 1
A. t amari . . . . 668 + + + + + 2
A. terreus . . . . 279 ± + + + + + + 2
» » ..................... 10132 + + + + + + + 3
A. terricola . . . 608 + + + + + + 1
A. versicolor . . . 701 + + + + + 2
» » .............. 7667 + + + + + 2
A. ustus ................. 56751 + + + + + + 1
A. Wentii . . . .  

Контроль . . . .

20164 +

+ + + +

+ + + 3
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Т а б л и ц а  59

Превращение дигитоксигенина (Д)  грибами рода Fusarium

Гриб Штамм д 12Э-Д 7РД
Количество 

других кар- 
денолндов

F. avenaceum . . . . 1055 -t- + + + + 4- !
F. moniliforme . . . 12828 + + + 9

« « .......................... 51135 + + + + 1
« « .......................... 51556 ± + +  + 2
« « .......................... 51796 + + + + 1
« « .......................... 51799 + + + + 1
F. oxysporum . . . . 541 + + + +
« « .......................... 1095 + + + + +
« « .......................... 7264 + + + + ±
« « .......................... 8486 + + + + 1
« « .......................... 51275 + + +  + ± 1
« « .......................... 51797 + + + +
F. solani . . . . . . 122 + + + + 1
« « ..................... .... 217 + + + + 1
« « .......................... 2729 + + + 2
« « .......................... 2942 + + + 1
« « .......................... 51116 + + + 1
« « .......................... 11712 + + + + 1
« « ..................... . 51776 + + + + 1
F. sporotrichiella . . 1694 + + + + + 1
« « .......................... 5162 + + + 2
« « .......................... 11531 + + + +
« « .......................... 51495 + + + + 2
« « .......................... 51555 + + + + 1
« « .......................... 51950 + + + +
« « .......................... 51951 + + + + 1
« « .......................... 51952 + + + + 1

+ + + +

Автор считает, что изученные виды грибов и фермент 
Asp. oryzae могут быть использованы для получения произ
водных сердечных гликозидов.

ЛИ ТЕР А ТУРА

1. Б а й ч и к о в  А., Б а р  ме н  к о в  А., Е р о ш и н  В., Биосинтез стерои
дов с помощью микроорганизмов,— Мед, пром. СССР , 1959, 13, 15.

2. Б а р м е н к о в  А., Б а л а ш е в а  Е. Биологическое превращение 16а-, 
-17а-оксидопрогестерона с помощью гриба Rhizopus nigricans.—  Мед. пром. 
СССР , 1962, 7, 45,

3. Г в о  з д я к П. Микробиологические превращения дигитоксигенина.—  
Мед. пром. СССР, 1963, 11, 26.

За. Г в о з д я к П. Микробиологическое превращение сердечных гли- 
козидов. Автореф. канд. дисс. К.> 1964.

4. Е р о ш и н  В. Стероидные гормоны.—  Природа, 1961, 3.

236



4а. Е р о ш и н  В., К р а с и л ь н и к о в  Н. Селективное микробиологичес
кое окисление II оксигруппы гидрокортизона.—  Д А Н  С С СР , 1961, 137, 968.

5. Е р о ш и н  В. Способность грибов Mucorales окислять стероид «S».—  
Микробиология, 1962, 31, 608,

6. Е р о ш и н  В. Превращение вещества Рейхштейна грибами Absidieae.— 
Мед. пром. СССР . 1962, И , 23.

7. К о г а н  Л . Микробиологические превращения стероидов.—  Усп. хи
мии, 1962, 31, 581.

8. К р а с и л ь н и к о в  Н. и др. Трансформация кортизона в преднизолон 
при помощи Mycobacier sp. №  193.—  Д А Н  СССР , 1959, 128, 1063.

9. С у в о р о в  Н. К вопросу промышленного синтеза кортизона.—  Мед. 
пром. СССР , 1956, 10, 22.

10. С у в о р о в  Н. Новые гормоны.—  Хим. наука и пром., 1956, 1, 406.
11. С у в о р о в  Н., Я р о с л а в  ц е в а  Л. ,  С о к о л о в а  И. Синтез кортизо

на из соласодина.—  Мед. пром. СССР , 1958, 12, 7.

12. Т и м о ф е е в а  А. и др. Гидроксилирование прогестерона при помощи 
Rhizopus nigricans.— Изв. АН  СС СР . Сер. биол., 1958, 6, 712.

13. У о л л е н  Л. ,  С т о д о л а  Ф.,  Д ж е к с о н  Р. Типовые реакции фер
ментативной химии. И Л , М., 1962.

14. A c k l i n  W. ,  P r e l o g  V„  Z a c h  D. Reaktionen mit M ikroorganismen.
2. Die stereospezpezifische Reduktion von (± ) =  A4’9-8-Methy!-hexahydroinden- 
dion-(l,5).—  Helv. chirn. acta, 1958, 41, 1416.

15. A c k i i n W., D u 11 i n g D., P г e 1 о g V. Reaktionen m it M ikroorganis
men. 3. Reduktion von (±),-A4-9-Methyloktalindion, (3,8) m it Aspergillus ni
ger.—  Helv. chim. acta, 1958, 41, 1416.

16. A c k l i n  W. ,  P r e l o g  V., Z a c h  D. Reaktionen m it M ikroorganismen. 
4. Die stereospezifische Reduktion von (±)-9-Methyl-cisdekalindion-(l,6) mit 
Rhizopus nigricans. Die direkte configurative Verknupfung der auf mikrobiolo- 
gischem Wege erhaltenen 9-Methyl-dekalin-Derivate m it den Steroiden.— 
Helv. chim. acta, 1958, 41, 1416.

17. A s a i  T. et al M icrobiological hydroxylation of steroids. I II . Hydroxy- 
lation of progesterone by Syncephalastum sp.—  J. Gen. a. Appl. Microbiol., 1958, 
4, 79.

18. A s a i  T. et al. Studies on the hydroxylation of steroid by microorga
nisms. Pt. I I .—  Bui!. Agric. Chem. Soc. Japan, 1959, 23, A82.

19. A s a i  T. et al. Microbiologicai hydroxylation of progesterone by Rhizo
pus.—  J. Gen. and Appl. Microbiol., 1958, 4, 63,

20. B l a n k  F., S h о r 1 1 a n d F., G u s t  G. The free sterols of dermatophy
tes.—  J. Invest. Dermatol., 1962, 39, 91.

21. B o c k s  S., S m i t h  S., N o r m a n  R. Hydroxylation of phenoxyacetic 
scid and anison by Aspergillus niger ( V a n  T i e g h .)— Nature, 1964, 201, 17.

21a. C a p e k  А., Н а п ё  O., M a l i k o v a  E. M icrobialni premeny steroidu. 
V I I I .  Vpliv progesteronu na prubeh zakladnich kvasnych krivek u kmene.—  
Ceskosl. microbio!., 1957, 2, 28.

22. C a p e k  A ,  P a v l u  H., H a n c  O. Bacterial conversion of steroids. X I. 
Influence of steroids on bacterial respiration.— Ceskosl. microbio!., 1958, 3.

23. C a p e k  A., P a v l u  H„ H a n c  O. Microbielle Urnwandlungen der Ste- 
roide, XI. EinflufS der Steroide auf die A tm ung der Mikroorganismen.—  Folia 
bio!. (Ceskosl.), 1958, 4, 337.

24. C a p e k  A., H a n c  O. M icrobiological transformations of steroids. X II. 
Transformation of steroids by different species and strains of Fusaria.—  Folia 
microbiol., I9601, 5.

25. C a p e k  A., H a n c  O. M icrobiological transformation of steroids. X IV . 
Microbial I I  P-hydroxy!ation of steroids.—  Folia microbio!., 1961, 6, 237.

26. C a p e k  A. M icrobiological transformation of steroids. XV. Transforma
tion of steroids S. (Reichstein) by Absidia orchidis 310.—  Folia microbiol., 1961,
6, 392.

27. C a p e k A. et al. M icrobial transformation of steroids. Dehydrogenation 
of cortison in position 1— 2.—  Folia microbiol., 1962, 7, 175.

237



28. С а p е к A., H а п с О. M icrobial transformation of steroids. X V II. Trans
formation of progesterone by various species and strains of Penicillium .— Folia 
microbiol., 1962, 7, 121.

29. C a p e к A., H a n с О., T a r d a  M. Microbiological transformation of 

steroids. M icrobiological preparation of 1,4-androstadiene derivatives.—  Folia 
microbiol., 1963, 8, 121.

30. D u l a n e y  E., S t a r  l e y  E., H l a v a c  C. Hydroxylation of steroids, 
principally progesterone, by a strain of Aspergillus ochraceuss.—  Mycologia, 
1955, 47, 464.

31. D u l a n e y  E., S t a r 1 e у E. Studies on the transformation of 11-deoxy- 
17-a-hydroxycorticosterone to hydrocortisone with a strain of Curvularia luna
ta.— Appl. Microbiol., 1959, 7, 276.

32. E p p s t e i n S. et al. M icrobiological transformation of steroids and 
their application to the synthesis of hormones.—  Vitamins a. Hormons, 1956,

14, 353i '

33. E p p  s t e i n  S. et al. M icrobiological transformation of steroids. XV, 
Tertiary hydroxylation of steroids by fungi of the order Mucorales.—  J. Amer. 
Chem. Soc., 1958, 80, 3382.

34. F r i e d  I. et al. The use of microorganisms in the sinthesis of steroid 
hormones and hormone analogues.—  Rec. Progr. in Horm. Res., 1955, 11, 149.

35. G u b l e r  A., Т а  m m  C. Um wandlung von Cardenoliden durch Micro- 
organismen: 1.12 P-Hydroxylierung von Digitoxigenum. I. Ober Reaktionen mit 
Mikroorganismen.—  Helv. chim. acta, 1958, 41, 297.

36. G u b l e r A . ,  T a m m  C. Hydroxylierung von Androsten (4)-dion (3.17), 
Testosteron, Progesteron und Cortexon durch Fusarium lini (B o  H e y ) .  2. Ober 
Reaktionen mit M ikroorganismen.— Helw. chim, acta, 1958, 41, 301.

37. H a n c  0. ,  R e i d  1-T u m o v a  E. Die mikrobielle Um wandlung von Ste- 
roiden.—  Pharmazie, 1954, 9, 877.

38. H a n c  О., С а р е к  A., T a d r a  M. M ikrobiologicki premeny steroidu. 
Priprava kortisolu a kortisonuzc 17a-hydrorykorte xonu s vyuzitum mikrobialm 
hydroxylace pomoce Absidia orchidis 310.—  Ceskosl. farmac., 1962, 11, 181.

39. H a r t m a n  R., H o l m  l a n d  C. Microbial b inding of steroids.— Bac
terid . Proc., 1960, 159.

40. H a s e g a w а Т., T a к a h a s h і T. Studies on the oxidation of steroids 
by fungi. I. The steroids oxidizing property of Corticium sasaki.— Bull. Agric. 
Chem. Soc. Japan, 1958, 22, 212.

41. I i z u k a  H., N a i t o  A., H a t t o r i  M. Hydroxylation of progesterone 
by Aspergillus. I.—  Bull. Agr. Chem. Soc. Japan, 19Й, 22, 2.

42. I i z u k a  H„ N a i t o  A., H a t t o r i  M. M icrobiological hydroxylation 
of progesterone by Aspergillus. M icrobiological hydroxylation of steroids.— 
J. a. Appl. Microbiol., 1958, 4, 67.

43. J e f f e r s o n  W, Jr., S i d о о С. The influence of exogenous steroids on 
the growth of Aspergillus niger and Torula utilis.— J. Gen. Physiol., 1961, 
44, 1029.

44. К 1 u g e r B., S i e b e r t  R., S h u b e r t  A. Mikrobielle Oxydation von 
Steroiden in i5a-Stellung durch Fusarien.—  Naturwissenschaften, 1957, 44, 40.

45. K u r o s a w a  Y. Steroids and microorganisms.—  РЖ Б , 1960, 6, 24173.—  
J. Agric. Chem. Soc. Japan, 1958, 32, 415.

46. L e s t e r  G., H e c h t e r  O. Effect of deoxycorticosterone on the growth 
of microorganisms.—  J. Bacteriol., 1958, 76, 365.

47. L e v у H., T a 1 a 1 a у P. Bacterial oxidation of steroids. I. R ing  a dehyd
rogenations by intact cells.— J. Biol. Chem., 1959, 234, 2009.

47a. M a t k o v i c s  R„ S i p o s  G. Ober die W irkung des Engosterins auf 
das Redoxpotential und den Trockensubstanzgehalt von Penicillinum Chrysoge
num G176 Kulturen.— Acta Biol. Acad. Sci. Hung., 1959, 9, 347.

48. M e i s t e r  P. et al. M icrobiological transformation of steroids. II. The 
preparation of 11 a-hydroxy-17 a-progesterone.— J. Amer. Chem. Soc., 1953, 75,
55, 416; 1954, 76, 4050, 5679.

238



49. N a w a  H. et a!. M icrobiological teransformation of a cardiac aglyco- 

ne.—  Nature, 1959, 184, 469.
50. P e t e r s o n  D„ M u r r a y  H. M icrobiological oxygenation of steroids at 

carbon 11.— J. Amer. Chem, Soc., 1952, 74,-1871.
51. P e t e r s o n  D. Microbiological transformation of steroids and their 

application to the synthesis of hormones.—  The IVth Int. Congr. Biochem., 1958,

4, 83.
52. P e t e r s o n  D. M icrobial transformations of steroids and their app li

cation to the preparation of hormones and derivatives.—  In: Biochem. of Ind. 
Microorganisms. Ed. C. Reinbow, A. Rose. Acad. Press, London— New York, 1963.

53. R a o  P. M icrobiological hydroxylation of testosterone by Circinella 
muscae ( So r )  B e r l .  et de T o n i . — Indian J. Chem., 1963, 1, 314.

54. R a o  P. M icrobiological transformation of steroids with Fusarium ro
seum.—  Indian J. Pharm,. 1963, 25, 131.

55. R e s s e r F., К о i p s e 1 1 H., S a v a g e  G., Continuous microbiological 
transformation of steroids.—  Ap.pl. Microbiol., 1961, 9, 346.

56. S a t o  I., H а у a к a w a S. M icrobiological hydroxylation of steroidal 
alkaloids.—  J. Org. Chem., 1961, 26, 4181.

57. S c h a t z  A., S a v a r d  K., P i n t n e r  I. The ability of soil microorga
nisms to decompose steroids.— J. Bacteriol., 1949, 58, 117.

58. S с h 1 e g М., K n i g h t  S. Hydroxylation of progesterone by conidia 
from Aspergillus ochraceus.— Mycologia, 1962, 54, 317.

58a. S e b e k  O., R e i n e k e  L., P e t e r s o n  D. Intermediates in the meta
bolism of steroids by Penicillium lilacinum.— J. Bacteriol., 1962, 83, 1327.

59. S c h u y t e m a  E. et al. Transformation of progesterone by basidiomy- 
cetes.—  Appl. Microbiol., 1963, 11, 256.

60. S h i r a s a k a  М.,  T s u r u t a ,  N a k a m u r a ,  M icrobiological hydroxy
lation of Reichstein’s compound S/17-a-hydroxydeoxycorticosterone by Sclero- 
tinia sp. 2|3-hydorxylation.—  Bull. Agric. Chem. Soc. Japan, 1958, 22, 244; 273.

61. S h i r a s a k a  M„  O z a k i  М.,  S u g a w a v a  S. Studies on microbio
logical transformation of steroid compounds.— J. Gen. Appl. Microbiol., 1961, 

Suppl., 341.
62. S h u b e r t A. et al. Mikrobielle Hydroxylierung von Profeesteron in 6- 

und 14 Stellung.—  Zs. Naturforsch., 1960, 15b, 269.
63. S h u l l  G. Transformation of steroids by molds.—  Trans. N. Y. Acad. 

Sci., 1956, 19, 147.
64. S p a l l a  C., A m i c i  A., B i a n c h i  M. Studies on the microbiological 

oxidation of Reichstein’s compounds S by Cunninghamella blakesleeanus 
L e n d n e г.-— J. Microbiol., 1961. 9, 265.

65. S t o d o l a  F. Chemical transformation by microorganisms. E. Squib 
lectures on chemistry of microbial products. Rutgers Inst. Microbiol., New 
Jersey, 1958.

66. S t o u d t  T. The microbiological transformation of steroids.—  Adv. in 
Appl. Microbiol., 1959. 2, 183.

67. T a 1 a 1 a у P. Enzymatic mechanisms in steroids metabolism.— Phy
siol. Rev., 1957, 37, 362.

68. T a m m C. Microbiologische Umwandlungen von Steroiden und weite- 
ren Naturstoffen.— Planta medica, I960, 8, 331.

69. T i t u s E., M u r r a y  A., S p i e g e l  H. Production of a new cardiac 
aglvcone by microbiological hydroxylation of digitoxigenine.—  J. Biol. Chem.,
I960, 235, 3309.

70. T u r f i 11 G. M icrobiological agencies in the degradation of steroids.— 
J. Bacteriol., 1947, 47, 487.

71. V e z i n a  С., S eh g a l  S. Transformation of progesterone by conidia 
of Aspergillus ochraceus.—  Appl. Microbiol., 1963, 11, 50.

72. V  i s c h e r E., W  e 11 s t e i n A. Enzymic transformation of steroids by 
microorganisms.—  Adv. Enzymol. a Related Subjects, Biochem., 1958, 20, 237.

73. W  a 11 e n L.. S t о d о 1 a F., J a c k s o n  R. Type reactions in fermen
tation chemistry. U. S. Dept. Agric., New York, 1959.

239



74. W e a v e r  E., K e n n e y  H., W a i l  M. Effect of concentration on the 
microbiological hydroxylation of progesterone.— Appl. Microbiol., 1960, 8 , 345.

75. W  e 11 s t e i n A. Conversion of steroids by microorganisms.—  Expe
rientia, 1955, 11, 465.

76. W  і x G., W  e i s z E„ В о d a n s z к у A. Verwandlung des progeste
rone in 11-Epicorticosteron m it Hilfe von Aspergillus niger.—  Acta microbiol. 
Acad. sci. Hung., 1957, 4, 9.

77. Z  e t s h e. Chemisch-Physiologische Untersuchungen uber die Hydroxy- 
iierung von Steroiden durch Pilze der gattung Curvularia — Arch. M icrobiol,
1961. 38, 237.

ПРЕВРАЩЕНИЯ ФЕНОЛОВ, УГЛЕВОДОРОДОВ 
И ДРУГИХ СЛОЖНЫХ СОЕДИНЕНИЙ

Фенолы и другие ароматического строения соединения ши
роко распространены в растениях, где они образуются как 
промежуточные продукты превращения сахаров в аромати
ческие соединения. Хинная кислота, например, входит в со
став дубильных веществ плодов и других частей растений. 
Окисляясь, она может превращаться в ряд дегидропроизвод
ных; из нее образуется гидрохинон. Изомером гидрохинона 
является пирокатехин (гваяковая смола).

К распространенным в растениях представителям арома
тических соединений относятся также флороглюцин, пиро
галлол. При окислении фенолы образуют различные хиноны, 
кислоты, альдегиды, которые также распространены в растениях. 
Разложение растительных остатков или поражение растений 
грибами на определенных фазах связано с использованием этих 
соединений. В связи с этим исследования по превращению фе
нолов и их производных касаются способности почвенных гри
бов усваивать фенолы, влияния фенолов и продуктов их окис
ления на фитопатогенные грибы и устойчивость растения к за
болеванию, биосинтеза фенолов отдельными видами грибов, 
химизма превращений и др.

Хайдерсон, Фармер [48— 52] показали, что многие виды поч
венных микроскопических грибов способны усваивать арома
тические соединения как единственные источники углерода.

В опытах авторов первоначальное выделение грибов, усва
ивающих ароматические соединения, проведено путем посева 
различных образцов почвы на минеральную среду, содержащую 
танниновую кислоту (0,1%). Затем выделенные на этой среде 
грибы испытывались в отношении способности их роста на 
средах с п-гидроксибензальдегидом, альдегидом сиреневой 
кислоты, ваниллином (в концентрации 0,01%) и ферруловой 
кислотой (в концентрации 0,005%) как единственными источ
никами углерода. Определение продуктов превращения этих 
веществ производилось спектрографически и хроматографичес
ки, после 21-дневного их роста.
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Наиболее активными оказались Alternaria sp., Aspergillus 
sp., Chaethomella sp., Coniothyrium sp., Cylindrocarpon sp., 
Hormiscium sp., Hormodendron sp., Penicillium sp., Pyrenochaeta 
sp., Sphaeronema sp., Torula sp. Эти грибы вызывали полное 
разрушение бензольного кольца всех испытанных соединений, 
Интенсивность разложения изучаемых субстратов была раз
ная — наиболее быстро большинством грибов разлагался п-ги- 
дроксибензальдегид, затем ваниллин. Альдегид сиреневой кис
лоты в значительной степени разрушался штаммами родов 
Aspergillus, Botrytis, Cephalosporium, Haplographium, большин
ством Penicillium, Trichoderma, Verticillium. Одни виды грибов 
накапливают в среде промежуточные продукты, при росте дру
гих их не обнаружено. Ферруловая кислота и ваниллин пре
вращаются в ванилловую кислоту, альдегид сиреневой кис
лоты — в сиреневую кислоту.

Отдельные виды почвенных микромицетов способны усваи
вать метоксилированные ароматические соединения. Опыты 
были проведены с использованием грибной пленки Haplograp
hium sp., Hormodendron sp., Penicillium sp., выращенных на 
минерально-глюкозной среде с дрожжевым экстрактом. Под 
промытую дистиллированной водой пленку при pH 6,5 вводился 
0,1%-ный раствор орто-, мета- или пара-монометоксибензой- 
ной кислоты и через 14 дней раствор анализировался. Резуль
таты опытов показали, что пара-метоксибензойная кислота раз
рушалась быстрее чем мета- и орто-соединения. Поглощение 
кислорода грибами при росте на этих соединениях также было 
значительно ниже.

Хроматографическим изучением и спектрохимическим ана
лизом было установлено, что при разложении метоксибензой- 
ных кислот образуются соответствующие гидроксибензойные 
кислоты, а штаммы Penicillium образуют из пара-метоксибен- 
зойной кислоты пара-метоксифенол.

В дальнейшем образованная пара-гидроксибензойная кис
лота превращается грибами Hormodendron sp., Penicillium sp. 
и другими в протокатехиновую кислоту; вератровая кислота 
(3,4-диметоксибензойная кислота)— в ванилловую кислоту 
(рис. 55).

Автор считает, что реакция деметилирования ароматических 
соединений изученными видами почвенных грибов может иметь 
место в процессах разложения в почве лигнинсодержащих ра
стительных остатков.

Микроэлементы — медь, железо, марганец и цинк — оказы
вают влияние на метаболизм грибами фенолов и их производ
ных. Положительное влияние на метаболизм ароматических 
соединений имеет железо. У всех грибов при использовании мц- 
целия, выращенного на среде без железа, интенсивность усво_- 
ния и образования промежуточных продуктов была значитель

16— 165 241



но ниже, чем при использовании мицелия, выращенного на 
среде с железом. В качестве промежуточных продуктов отме
чены протокатехиновая кислота при метаболизме м- и п-гидро- 
ксибензойной и п-метоксибензойной кислоты; катехол — изо
гид роксибензойной; ванилловая кислота — из 3,4-диметокси- 
бензойной; орто-, моно- и пара-гидроксибензойные кислоты — 
из соответствующих моно-метоксибензойных кислот.

Как видно из приведенных ниже данных, усвоение о-гидро- 
ксибензойной кислоты и соответственно этому образование

Рис. о5. Некоторые превращения метоксилнрованных ароматических 
соединений при их метаболизме почвенными грибами (по Henderson).

катехола у Asp. niger происходит значительно интенсивнее в 
мицелии культуры, предварительно выращенной на полноцен
ной среде с железом. Мицелий Hormodendron sp.- росший 
предварительно на среде без железа, не метаболйзирует про- 
токатехиновую кислоту при усвоении мета- и особенно пара- 
гидроксибензойной кислоты (табл. 60, 61).

Т а б л и ц а  60

Метаболизм о-гидроксибензойной кислоты и образование катехола в 
погруженной культуре мицелием Asp. niger, росшим на среде с железом 
(+ )  и на среде без железа (— ) *

Дни

Остаточная о-гидрокснбензойная 
кислота, мг на 25 мл Катехол, мг на 25 мл

+ - _ 1 -

1 8,5 17,7 5,8 2,С
2 0,04 12,9 0,02 1,8
3 0,04 7,2 0,02 1,7

* Пленка гриба инкубировалась с 25 мл 0,01 М  раствором о-гидроксибензойной кислоты 
при 26° С. Остаточные кислоты и катехол экстрагировались эфиром из раствора и определя
лись адсорбцией в У Ф  при 295 и 280 ммк соответственно.

Известна способность Asp. niger, Реп. glaucum и других 
грибов разлагать таннины с образованием в среде галловой 
кислоты. Эти грибы используются для получения последней из

242



Т а б л и ц а  61

Накопление протокатехиновой кислоты при усвоении м- и п-гидроксибензойной 

кислоты мицелием Hormodendron sp., росшим на среде с железом ( + ) и 

без железа ( — ) *

Дни

мг протокатехиновой кислоты (25 мл)

-{-Fe - Fe

м-гидроксибензойная
кислота

п-гидроксибензойиая 
кислота

м-гидрокси
бензойная
кислота

п-гидрокси-
бензойная
кислота

2-й 30 90 60 240

5-й 0 0 10 680

8-й 0 0 40 420

* Пленка гриба инкубировалась с 0,01 М  раствором мета-и парабензойной кислот. Оста
точные количества в растворе из эфирного экстракта определены количественно бумажной х р о 
матографией, а экстракт—адсорбцией в У Ф  при 293 ммк

экстрактов «галловых орешков». Представители этих двух ро
дов грибов в довольно высокой концентрации (до 25%) в среде 
могут использовать таннин в качестве источника углерода.

Фридрих [46] изучал разложение Asp. niger галлотаннина 
и фенольных веществ, содержащихся в экстрактах «галловых 
орешков» с помощью хроматографии. В опытах автора гриб 
выращивался на минеральной среде с микроэлементами и 0,5% 
галлотаннина как источника углерода. Хроматографическое 
изучение культуральной жидкости в трех-, четырех- и девяти
дневном возрасте культуры гриба при поверхностном росте пока
зало, что расщепление галлотаннина наступает уже через три 
дня. В культуральной жидкости наряду с галловой кислотой 
отмечаются другие фенольные вещества. Через шесть дней 
отмечена только галловая кислота, а через девять эти суб
страты были полностью использованы грибом. При росте гриба 
на средах с различной концентрацией галловой кислоты по
следняя исчезает также к девятидневному росту гриба (рис. 56). 
Гриб использует также пирогалловую кислоту (0,5 и 1,0%), 
ризорцин, гидрохинон (0,5%), хроматографически изучены про
дукты разложения этих субстратов. В качестве промежуточных 
продуктов хроматографически на 5-й день роста обнаружено 
при росте на гидрохиноне и гидрохиноле вещество по Rf, сов
падающее с 2,4 динитрофенилгидрозаном левулиновой кислоты.

Уиллс [77] определил, что Penicillium sp., выделенные из 
толданского бальзама, используют бензойную и коричную 
кислоты в качестве источников углерода.

Мэдгозинг [61] установил способность распространенного в 
почве гриба Fus. oxysporum превращать 2,4-динитрофенол в 
ряд соединений, не обладающих токсическими свойствами: гриб
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восстанавливает это соединение с образованием 2-амино-4-ни- 
трофенола и 4-амино-2-нитрофенола, которые также метабо- 
лизируются грибом.

Наиболее активно процесс проходит до 20-дневного возрас
та культуры, при pH 7,1. При обработке гриба препаратом 
2-амино-4-нитрофенола в среде обнаруживается 2,4-нитрофенол.

а — разложение галлотаннна Aspergillus niger: 1 — незасеянная 
галлотаниновая жидкость; 2 — раствор галловой кислоты; рас* 
творы галлотанина после трехдневного роста гриба (3), четы
рехдневного (4) и девятидневного (5); 6 — потребление галло
вой кислоты Aspergillus niger. Растворы галловой кислоты: 
1 — незасеянный, 2 — трехдневного роста гриба, 3 — шестиднев
ного, 4 — девятидневного; в — потребление галловой кислоты 
Aspergillus niger в течение 10 дней при различной ее концен
трации в среде; г — активность танназы Aspergillus niger на 
средах с разными источниками азота (по Lippitsh): / — гидро
лизат казеина; 2 — (NH4)2S 0 4; 3 — K N 03.

Присутствие последнего автор объясняет наличием обрати
мой нитратредуцирующей ферментной системы.

Влияние ряда фенольных соединений на рост отдельных 
видов фитопатогенных грибов изучалось в связи с выяснением 
механизма устойчивости растений к вызываемым ими заболе
ваниям. Продукты окисления фенолов, как и фенолы, обладают 
токсическими свойствами для многих видов фитопатогенных 
грибов.

Фенолы активно изменяют направленность окислительно
восстановительных процессов в растении. Обладая способ-
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ностью вступать в соединение с белками, они вызывают их де
натурацию, а также влияют на физико-химические свойства 
белков клетки, инактивируют отдельные ферменты, образуют 
ряд физиологически активных продуктов их окисления. Обра
зуемые при окислении фенолов хиноны также играют важную 
роль в окислительных процессах растительных организмов.

Рядом авторов отмечено, что устойчивость растений к опре
деленным заболеваниям связана с присутствием в них различ
ных фенольных соединений. Наличие в цветных клетках луко
виц протокатехиновой кислоты и катехола делает их более 
устойчивыми к поражению Colletotrichium circinans, Botrytis 
allii; наличие хлорогеновой и кофейной кислот в клубнях кар
тофеля и 2,3-бензоксазолина в сеянцах ржи повышает их устой
чивость к поражению грибами [69, 75 и др.].

Валле [74] установил антигрибное действие хлорогеновой 
и кофейной кислот, находящихся в листьях картофеля, на Fu
sarium nivale, Phytophtora infestans. Увеличение общего содер
жания фенолов в тканях хлопчатника, картофеля, по данным 
ряда авторов, наоборот, связано с чувствительностью к вилту, 
раку.

По мнению Дэвиц, Вэгоннер, Даймон [41], фенолы вызывают 
изменение окраски сосудов у помидоров, зараженных Fusarium 
oxysporum f. lycopersici. Окрашенные вещества являются про
дуктами окисления свободных фенолов фенолоксидазами, а 
свободные фенолы в растениях образуются из, связанных под 
воздействием гидролитических ферментов гриба.

Мак Ки [58] в опытах in vitro установлена различная чув
ствительность конидий разных видов фитопатогенных грибов 
к алкалоидам растений. Задержка прорастания конидий насту
пала при концентрации от 5 до 30—33 и 500 мг/л для многих 
видов фузариев. При токсической концентрации соланион раз
рушает клеточные оболочки конидий, уплотняет их содержи
мое. Зооспоры Phytophora infestans увеличиваются в размерах 
и распадаются на отдельные части. Такое же фунгистати- 
ческое действие проявляли алкалоиды демиссин, томатин, ко- 
канин.

Тоурно, Мк Лин, Гутрье [73] изучили влияние 13 фенолов 
и фенольных кислот и четырех хинонов на Verticillium alboat- 
rum — возбудителя увядания картофеля. В опытах авторов гриб 
культивировался на среде Чапека с сахарозой и добавлением 
микроэлементов (молибдена и марганца 0,02 мг, меди и цин
к а — 0,1 мг, железа — 0,2 мг; марганец, медь и цинк добав
лялись в виде сульфатов; железо — соли азотной кислоты; 
молибден — молибдата натрия). Влияние изучаемых веществ 
на рост гриба определялось при выращивании его в жидкой 
среде и на агаре, при определении, соответственно, веса мице
лия и степени задержки роста колонии.
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Испытаны: катехол в концентрации 50, 100, 150 мг%, ре- 
зорцинол, гидрохинон— 10~3; пирогаллол — 5x10 М”5; 2,3-ди
хлоро-1,4-нафтохинон в концентрации 10_6 и 7-Ю -7 М. Пиро
галлол и катехол в наибольшей степени снижали рост гриба, 
Хиноны были более токсичны, чем фенолы.

Влияние фенолов на рост мицелия гриба Cochlioides miya- 
beans, вызывающего пятнистость листьев риса, и значение 
фенолоксидазных ферментов гриба в фунгистатическом дей
ствии полифенолов изучал Оку [66]. Рост Cochlioides miya- 
beans тормозился различными полифенолами, имеющими в 
структуре О-дифенолы. Катехол в концентрации Зх10~3 пол
ностью задерживал рост гриба на минерально-сахарозной среде 
Чапека с пигментацией среды в коричневый цвет. Токсичность 
катехола для мицелия гриба снималась добавлением в среду 
диэтилдитиокарбамата, ингибитора медьсодержащих ферментов 
(полифенолооксидазы) (табл. 62). Снижалось его токсическое

Т а б л и ц а  62

Влияние Ма-диэтилдитиокарбамата (Д Д К ) на токсичность катехола для 
мицелия Cochlioides miyabeans

Концентрация катехола (М)

Концентрация
Д Д К (М )

0 зхю —3 10—3

Диаметр
колонии,

мм
Пигмента
ция среды

Диаметр
колонии,

мм
Пигмента
ция среды

Диаметр
колонии,

мм
Пигмента
ция среды

0 48 + + 4- 12 +
2Х10-2 0 — 0 — 0 —

10-2 14 — 19 — 18 —

5 Х Ї0 - 3 17 — 21 — 23 —

2,5X10-* 19 — 4 — 22 —

1.25Х10-3 22 — + +  +  + 18 —

6Х10-* 24 — +  +  + 16

действие на прорастание гриба и добавлением биологически 
редуцирующих веществ — аскорбиновой кислоты или глютатио- 
на (табл, 63). Токсичность меланиноподобного коричневого 
вещества, образующегося в среде при окислении катехола поли- 
фенолоксидазой гриба, не снималась добавлением аскорбиновой 
кислоты, наоборот, эти продукты окисления катехола обла
дали большей токсичностью для гриба, чем катехол. Автор 
считает, что фунгицидное действие полифенолов на Cochlioides 
miyabeans обусловлено продуктами окисления их полифено- 
локсидазой гриба.

По данным Рубина и Арцыховской, различия в содержании 
дубильных веществ в листьях чувствительных и устойчивых к
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Т а б л и ц а  63

Влияние аскорбиновой кислоты и глютатиона на угнетение катехолом 
спорообразования Cochlioides miyabeans*

Вещества

Концентрация катехола (м)

0 зхю—3 io—3 зхю-4

Катехол 
Катехол + аскорбиновая кислота

79,6 5,3 11,5 18,3

( 1: 1)  . 79,6 38,6 78,8 92,8

Лскорбииова я кислота ........................... 79,9 94,0 96,5 96,5

Катехол + глютатион ( 1: 1)  . . 79,6 81,0 77,4 68,3

Глютатион 79,6 85,2 81,2 89,7

* Данные приведены в процентах спорообразования.

Ph. infestans сортов картофеля отмечаются не по общему со
держанию фенолов, а по содержанию определенных, подвиж
ных, растворимых их фракций: у восприимчивых сортов до 80% 
дубильных веществ в листьях составляют малоподвижные тан- 
нины. Хлорогеновая кислота ингибирует процессы фосфорили- 
рования, обладает антигрибными свойствами [18, 21].

Рубин и Арцыховская [21— 23 и др.] считают, что токсич
ность фенолов для растения зависит от их способности к окис
лению и усилению, в связи с этим, окислительных процессов в 
растении.

Окисление фенолов осуществляется комплексом медьсодер
жащих ферментов полифенолоксидаз, среди которых различают 
тирозиназу, окисляющую преимущественно монофенолы и по
лифенолы до образования темноокрашенных продуктов — мела
нинов, и лакказу, окисляющую преимущественно полифенолы. 
Полифенолоксидазы распространены у высших базидиальных, 
особенно древоразрушающих грибов, а также многих видов 
гифальных грибов.

Рубин и Иванова [20] изучили дегидрогеназный комплекс 
гриба Botrytis cinerea при культивировании на жидком капуст
ном отваре с 1% сахарозы. В качестве окисленных фенолов 
капусты авторами использованы продукты ферментативного 
окисления флороглюцина. В вытяжках из мицелия и в ацетоно
вых препаратах авторами установлено наличие трех групп де
гидрогеназ: 1) осуществляющие перенос водорода без наличия 
коферментов, 2) связанные с ДПН и 3) связанные с ТПН 
(наиболее активная группа). Продукты окисления флорогАо- 
цина подавляют активность дегидрогеназ гриба, особенно в 
молодом возрасте гриба. При этом наиболее чувствительны к
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воздействию продуктов окисления флороглюцина дегидрогена
зы, катализирующие перенос водорода без участия пиридин- 
нуклеотидов. Торможение активности этих дегидрогеназ про
дуктами окисления флороглюцина, по мнению авторов, имеет 
существенное влияние на дыхание мицелия гриба, его рост и 
локализацию в некротических пятнах пораженных листьев 
капусты.

Матта и Даймонд [62] полагают, что в заболевании томатов 
фузариозным увяданием имеет значение степень развития ми
целия гриба и его ферментативная активность. В частности, 
по данным опытов, активность полифенолоксидазы и пектин- 
метилэстеразы в стеблях больных растений значительно (в 9— 
10 раз) повышалась. Побурение сосудов наступало при наи
большей активности полифенолоксидазы, что авторы связывают 
с возможным действием хинонов и продуктов их полимериза
ции. Не отмечено разницы в активности полиметилэстеразы в 
тканях корня больных и здоровых растений.

Губанов и Бредихина [9] установили способность грибов 
Fus. oxysporum f. vasinfectum (Fus. vasinfectum В. Б.) и Ver- 
ticillium dahliae — возбудителей увядания хлопчатника — мета- 
болизировать различные фенолы и гликозиды. В их опытах 
грибы хорошо росли на средах с гидрохиноном, пирогаллолом, 
таннином, амигдалином. Трудно усваивались резорцин, сали
циловая и галловая кислоты.

Многие виды грибов в процессе метаболизма способны обра
зовывать ароматические соединения и нередко накоплять их в 
значительном количестве в культуральной жидкости или ми
целии (табл. 64).

Кохрэйн (1958) относит образуемые грибами ароматическо
го строения соединения к следующим группам: замещенные 
бензолов, замещенные бензохинонов, антрахиноны, производ
ные хризофановой кислоты, ксантоны, нафтохиноны, производ
ные трополона, депсиды, депсидоны. В зависимости от возраста 
культуры, условий роста один вид гриба может образовывать 
различные производные соединений ароматического строения. 
Например, биосинтез патулина Penicillium urticea в зависимости 
от концентрации железа и цинка в среде может сопровож
даться образованием гентизилового спирта или смеси пату
лина, 6-метилсалицилловой кислоты и толухинона.

Боковая цепь фенилуксусной кислоты окисляется Реп. 
chrysogenum в бензойную кислоту с образованием в качестве 
промежуточного продукта бензойного альдегида. Бензойная 
кислота отмечена в культурах Pen. roseo-purpurogenum. Му
танты Neurospora crassa окисляют протокатехиновую кислоту 
с образованием р-кетоадиновой кислоты. У многих видов гри
бов в процессе метаболизма образуются одновременно фенолы 
и хиноны и другие гидроксипроизводные.
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Некоторые ароматические соединения— метаболиты разных видов грибов 
(по Кохрэйн, 1958)

Т а б л и ц а  64

Вещество и строение Вид ГцентаП^°Д"

ОН

1 СН2ОН
Гентизиловый спирт j  || Penicillium sp.

X /

ОН

• соон
3,5-дигидроксифталевая кислота '  jj7 Pen. brevicompactum

но/^/^соон
СООН
I

/\

Галловая кислота Phycomyces blakes-

о н / у ^ о н  leeanus

он
ОСНз

CHS\ /\ /COOH 
Гладноловая кислота j | Pen. gladioli

У 4-СНО 

СНО 

ОСН3 

CHs\/\/COOH

Циклопиевая кислота | || Pen. cyclopium

но/уЧн.он
сно

ОСНз

СНз\/'\/СООН

Циклопалдиевая кислота | || » »

н о / у ^ с н о

сно
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Продолжение табл. 64

Вещество и строение Вид ГЙ . аПР°Ду-

Микофеноловая кислота

СН3 он
НООС-СН,-СНг-С _С Н -С Н г 'ч / СО р „ кШШт !р .

J  II ?
сн8о х /  чсн2

о

СН- \Л /0Н
■Спину лозин I I

н о /у ^ о с н з  sp'
о

о

II Г и
/ \ / \ / ч / ьмз

Хризофановая кислота j || || j Реп- islandicum

V / \ / \ /
I II I 

ОН о  о н

о
н 0 \ / ч Л / ч / с н =0Н

Аспертецин I 1| I! I МР' 4uadrilineatus

н о /^ /^ / ^ ^ ^ о н
OH O OH 

О OH

II I Г Н

Ривелнн 11 || 1 Helniinthosporium
\ /\  ) \ ^  ravelii

I II I 
ОН О OH

\ / \ / \ / V

Пинселовая кислота I ̂  J!4 J.. Pen. amarum

I II I OH 
ОН О с о о н
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Продолжение табл. 64

Вещество и строение
Вид гриба-проду- 

цента

ОН О

С Н 30\  /  \ / \ / СИ '-— С 0 'С И з  

Яваницин j U j

Ч / \ /  \ ( - н
1 II Chis 

О Н  О

О ^  ОН  

Стипитановая кислота ^

и о / ^ / ^ с о о н

о  он

н о  ^  /  Г О  
\ / — \ / с и \ 

Пуберуловая кислота j | О

н о / '\ч / / ' ч'С о /

С1

С|ч /чч /О С Н . 
\ / \  С О - О - / ^ /

Нидулин

н о / 4̂  °  ч ^ х с 5н 1о

С1

Fusarium javanicum 

Pen. stipitalum

Pen. puberulum 

Asp. nidulans

Изучению биосинтеза фенолов и углеводородов (каротинов) 
грибом Phycomyces blakesleeanus посвящено значительное чис
ло исследований.

Так, Бруккер [36— 38] изучал биосинтез фенолкарбонових 
кислот при культивировании этого гриба на среде, содержащей 
30 г глюкозы, 2 г глицина, 0,5 г M gS04 • 7Н20 , 1,5 г КН2Р 0 4, 
40 мкг тиамина в 1 л воды; pH 5,0. Из 20 культур гриба раз
личного происхождения автор отобрал активный штамм по 
образованию фенола. Наличие фенолов определялось в культу
ральной жидкости и экстракте из пленки гриба. При упомяну
тых условиях культивирования в мицелии содержится около 
10% образуемых фенолов. Гриб выращивался до 12-дневного 
возраста на указанной среде с добавлением различных ве
ществ — ингибиторов определенных ферментных систем.

Установлено, что Ыа-флуорацетат в концентрации 10~4 г/л, 
малоновая кислота, фтористый натр мало влияют на биосинтез
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фенолов грибом. Ингибиторы сульфгидрильных ферментов и 
соли тяжелых металлов тормозят образование фенолов, неза
висимо от интенсивности роста мицелия. Так, при концентрации 
10~5 г!л в среде ингибиторов этих ферментов — Na-n-хлоро- 
меркурибензоата, Na-о-йодбензоата, йодуксусной кислоты или 
сульфата меди — отмечено снижение содержания фенолов на 
75%, а уменьшение веса мицелия — только на 25% против 
контроля. По мнению автора, блокирование разложения сахара 
при оксидативном декарбоксилировании а-кетоглютаровой кис
лоты может способствовать активированию глюкозо-6-фосфата 
и повышению содержания фенолов.

Вещества, тормозящие карбонильные группы,— гидроксила- 
мин, еемикарбазид — в концентрации 6- 10-5 М вызывали даже 
незначительное увеличение веса мицелия (на 13%) и на 50% 
снижали содержание фенолов. Ингибиторы, образующие ком
плексы с тяжелыми металлами и блокирующие окислительные 
металлосодержащие ферменты значительно снижают рост ми
целия и содержание фенолов (до 75%). Автор предполагает, 
что в биосинтезе фенолов Phyc. blakesleeanus принимают уча
стие глюкозофосфатный цикл и цикл окислительного дезами
нирования и декарбоксилирования аминокислот, особенно ти
розина и других азотсодержащих органических соединений.

Сакамото [70 а, 70 б] показал, что при метаболизме фла- 
вонола Penicillium sp. в качестве промежуточных продуктов 
образуются галловая и флороглюцинкарбоксиловая кислоты, 
Сакамото, Ногуши, Уэстлайк, Симпсон установили, что при 
гидролизе рутина Pen. brewicompactum, Asp. niger в качестве 
промежуточного продукта образуется протокатехиновая кисло
та (см. раздел «Разные ферменты»),

В обзоре Биркиншоу [31], кроме упомянутых выше соеди
нений, являющихся продуктами грибного метаболизма, указы
ваются такие, как этилен, образуемый Реп. digitatum  при де
гидрировании «этанола; олигопептиды, производные пиридина, 
хинолина, индола и многие другие. Автор отмечает, что в на
стоящее время известно около 400 веществ разнообразной 
химической природы, образуемых в процессе метаболизма раз
ными видами микроскопических грибов.

Метаболизм углеводородов у различных видов микроскопи
ческих грибов изучался многими исследователями. Однако 
в настоящее время этот вопрос имеет не только большой тео
ретический интерес, но и определенную практическую значи
мость. Исследования Тауссона [26— 28] по энергетике мета
болизма некоторых углеводородов Asp. niger и другими видами 
грибов относятся к первым наиболее обстоятельным работам 
этого плана в отечественной литературе. В более поздних обзо
рах Берштехера [32], Фостера [45] как способные усваивать 
углеводороды нефти (парафины, газообразные алканы — этан,
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пропан) указываются Asp. flavus, Botrytis cinerea, Pen. nota
tum и другие виды пенициллов; Asp. fumigatus, Asp. niger. 
Asp. versicolor, Acremonicum patron, Cephalosporium roseum, 
Fus. oxysporum, Monilia bonozdenii.

Билай, Пидопличко, Гутыря и др. [5] изучили способность 
разных видов и штаммов Mucorales, родов Aspergillus, Petii- 
cilli'im, Trichoderma и некоторых других выделенных из почвы 
ризосферы сельскохозяйственных растений, усваивать различ
ные углеводороды нефти как источники углерода. Были испы
таны различные парафины нефти, нефтяные фракции, смеси 
нефтепродуктов, а также синтетические углеводороды— жирные 
ЬИ С Л О Т Ы  (С5_6, С 7-9, Сю_1б, С ]7—20) и жирные спирты — вторич
ные и первичные. Установлено, что «спектр» использования 
испытуемых углеводородов различен для отдельных видов. 
Авторы считают, что изучаемые грибы могут быть подразде
лены на две основные группы: у представителей одной актив
ное использование углеводородов нефти сопровождается интен
сивным ростом мицелия, у представителей второй значительно
го увеличения биомассы не наблюдается.

Бхаттахарийя и др. [33, 34, 68] описали превращение терпенов 
и сесквитерпенов видами грибов, которые при поражении дре
весины Aquilaria agallocha придают ей характерный запах.

Терпены — углеводороды, имеющие большей частью общую 
формулу Сю Ніб, входят, как и их производные, в состав эфир
ных масел различных растений. К производным терпенов 
относятся такие соединения, как линаллол, гераниол, цитро- 
неллол, содержащиеся в цветах ландыша, розы и маслах ци
трусовых, эвкалипта и других растений, а также лимонен, 
содержащийся в скипидаре, масле укропа, тмина, ментол, вхо
дящий в состав масла мяты, пирен, камфора и др. (Кретович, 
1964).

Сесквитерпены — углеводороды, содержащиеся также в 
эфирных маслах и имеющие более сложное строение — С 15Н24-

Из древесины были выделены Pen. steckii, Geotrichum sp.. 
Asp. versicolor, Asp. niger, Cladosporium sp. и др.

В опытах авторов грибы выращивались глубинным методом 
на среде Чапека в течение 24 час, а затем, после добавления 
0,5 мл а-пинена, ферментация продолжалась еще 24 нас.

Наиболее активно а-пинен разлагался культурой Asp. ni
ger— из 2,15 г его добавленных в 100 мл среды через 24 час 
осталось неиспользованным 0,302 г. При ферментации культу
рой Asp. steckii осталось неиспользованным в этих же условиях 
0,351 г, а культурами остальных видов грибов — свыше 0,4 г. 
Превращение 0,5%-ного раствора а-пинена в 24-часовой куль
туре адаптированным штаммом Asp. niger происходило на про
тяжении 4— 8 час. (рис. 57). При этом мицелий гриба, выра
щенного на среде Чапека — Докса, дважды использовался для
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превращения а-пинена. В качестве продуктов в среде отмечены 
вербенол — 20-—25%, вербеной — 2—3%, собрерол — 2— 3%. 
Остальной а-пинен, как считают авторы, был метаболизирован 
грибом до более простых соединений или окислен до углекис
лоты и воды. Интенсивность окисления а-пинена зависела от 
его концентрации в среде, продолжительности ферментации.

При ферментации других моно- и сесквитерпенов — карана,
3-карена, а-еапталена, гумилена — культурой Asp. niger также

Рис. 57. Превращение а-пинена Aspergillus niger (по 
Prema и д р .):

а — влияние концентрации а-пинена (лл/100 мл среды) на вы
ход продуктов превращения; б — активность разложения а  -пи- 
нена в зависимости от продолжительности ферментации.

получен ряд оксипроизводных. Авторы отмечают, что гидрокси
лирование карана и карена в полжении 6 и раскрытие кольца 
позволяет использовать полученные вещества в синтезе менто
ла или изоментола.
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У К А З А Т Е Л Ь
Л А Т И Н С К И Х  Н А З В А Н И Й  В И Д О В  Г Р И Б О В  
И Д Р У Г И Х  О Р Г А Н И З М О В ,  
У П О М И Н А Е М Ы Х  В Т Е К С Т Е

Absidia sp. 121
» orchidis 149, 227 
» glauca 224 

Acetobacter xylinum 37 
Acremonium patron 253 
Actinomyces globisporum 232 
Agrobacterium tumifaciens 57 
Agrostagmus cinnabarinus 37 
Alternaria sp. 37, 38, 83, 121, 126, 229, 

241
» brassicola 135 
» raphani 135 

» tenuis 47, 135 
Aquilaria agallocha 253 
Armillaria 121 

Arthrobotrys oligospora 192 
Ascochyta sp. 121

» fabae 205 
Aspergillus sp. 14, 19, 37, 53, 61, 80, 

94, 97, 131, 135, 163, 225, 
229, 234, 241, 253 

» alleaceus 101 
» aureus 68, 73, 74 
» amstelodany 38, 235 
» awamori 13, 18, 19, 26,

27, 96, 101, 225, 235 
» batatae 53, 54 
» caespitisus 132 
» calyptatus 177 
» chavalieri 231 
» clavatus 76, 191, 235, 390 
» faetidus 73, 85 
» flavipes 229 

» flavus 39, 95, 100, 101, 
102, 104, 121, 122, 124, 
125, 126, 130, 135, 189,
190, 191, 207, 229, 235, 253 

» fumigatus 39, 83, 128, 191,
235, 250, 253 

» lichinensis 39 
» nidulans 102, 104, 151,

152, 153, 235, 251 
» niger 13, 14, 15, 16, 17,

18, 22, 24, 26, 27, 36, 39,
44, 45, 46, 51, 52, 53, 57,
60, 63, 72, 73, 76, 80, 83, 
85, 87, 95, 96, 97, 98, 101, 
109, 116, 117, 118, 126, 
127, 129, 130, 131, 132,
151, 152, 225, 226, 235,
242, 243, 252, 253; 254 

Aspergillus ochraceus 95, 226, 231 
» oryzae 13, 14, 15, 18, 19,

20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 38, 44. 45, 53, 54, 60, 
94 , 95, 97, 99, 100, 102,
104, 128, 130, 132, 189,
207, 231, 235, 236

» parasiticus 94, 102, 130 
» quadrilineatus 151, 250 
» repens 235 
» saitoi 95, 96, 225 
» sclerotiorum 235 
» soya 95
> sulfureus 235 
» sydowi 39, 83, 235 
» tanarii 101, 128, 131, 235 
» terreus 38, 76 
» terricola 94, 101, 103, 104,

105, 235
» variecolor 151, 253 
» vergicolor 235 

» violaceus 151 
» wenthii 235 

» usamii 18, 19, 27, 96 

» ustus 235 

Avena bysantina 198 

Bacillus megatherium 194 

» subtilis 194 

Botryotrichum 121 

Botrytis sp. 37, 73, 121, 241 

» allii 245

» cenerea 47, 73, 74, 76, 

135, 147, 170, 247, 253 

Calonectria decora 227, 229
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Candida stellatoidea 170, 174 
» vulgaris 195 

Cephalosporium sp. 38, 121, 126, 241 
» graminearum 83 
» roseum 228, 253 
» subverticillatum 229 

Ceratostomella ulmi 73 

Cercospora salini 59, 60 
Corticium sasaki 228

» vagum 195 
Chaethomella sp. 241 
Chaethomium sp. 37, 38, 53, 121 

» cochlioides 59 
» globosum 38, 53, 54 
» indicum 38 

Cilcinalua achrospora 59 
Circinella sp. 227 
Cladosporium sp. 76, 177, 253

» cucumerinum 47, 49, 76, 
81, 133 

» herbarum 37 
» resinae 231 

Claviceps purpurea 161, 162 
Coccospora 121
Cochlioides miyabeans 246, 247 
Colletotrichum circinans 245 

» fuscum 204 
» phomoides 76, 228 

Coniothyrium 241 
Conoiphora cerebella 38 
Cordyceps militaris 132 
Corticium vagum 195 
Cunninhamella sp. 94

» blaeesleeana 224, 227, 
234

» echinulata 134 
» elegans 225 

Curvularia sp, 227
» lunata 227, 233 

Cylindrocarpon sp. 241
» radicicola 59, 229 

Darluca filum 148

Dendrodochium toxicum 160, 163, 168,
169, 171, 172, 173, 174,
175, 176 

Dematium pullulans 149 
Dicoccum 12!
Digitalis lanata 204

* purpurea 204 
Didymella lycopersici 229 
Diplodia viticola 55, 56 
Diplodina sp. 59, 60 
Echerichia coli 194 
Epidermophyton floccosum 59 
Eremascus 'fertilis 130 

» albus 130 
Fusarium sp. 37, 47, 80, 95, 121, 126,

181, 226, 234, 391

Fusarium avenaceum 55, 103, 186,
236, 391 

» caucasicum 226, 229 
» culmorum 37, 153, 186, 198 
» eyuiseti 186, 198 
» gibbosum 95 
» graminearum 162, 186 
» lateritium 95, 177, 226, 

230
» moniliforme 73, 130, 133, 

154, 186, 192, 197, 234, 
236

» nivale 83, 186, 245 
» oxysporum 47, 76, 147, 

154, 186, 192, 197, 236, 
24$, 253

Fusarium oxysporum f. conglutinans 77 

» » f. cubense 49, 50, 79
> » f. lini 78, 128, 129, 

234
» » f. lycopersici 47,

48, 49, 77, 78, 79, 
153, 186, 193, 195. 
245

» » f. vasinfectum 153,
197, 248 

» roseum 55, 56 
» solani 226. 229, 236 
» » f. phaseoli 153
» sporotrichiella 37, 126, 

127, 160, 163, 176,
177, 178, 179, 180, 182,
183, 184, 185, 186, 236 

Fusarium sporotrichiella v. poae 177,
180, 183, 186 

Fusarium sporotrichiella v. sporotri- 
chioides 180, 186 

» tricindum 182 
» javanicum 251 

Gasteria verrucola 133, 134 
Geotrichum sp. 253 
Gibberella fujicuroi 132 
Gleosporium nervisegum 47 

» clasticae 47 
Gliocladium sp. 148, 163

» ammoniophillum 177 
» catenulatum 229, 233 

Haematococcus sp. 195 
F! apio graphium sp. 241 

Helicoma sp. 59, 60 
Helicosporium sp. 228 
Helicostylum per if or me 227, 228, 234 
H elminthosporium cyclopium 46, 47 

» ravelii 250
» sativum 203
» victoria 160, 198, 199,

200, 201, 202, 204 
» oryzae 203
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Hermiscium sp. 291 
Hormodendron sp. 241, 242, 243 
Humicola grisea 149 
Hymenopsis sp. 177 
Implex lacteus 60 
Lactobacillus casei 193 
Lichthemia 163 
Merulius Iqcrymans 37 
Microsporium lanosum 170 
Monilia 83

* bonozdenii 253 
» sitophila 37

Monochaetia unicornis 148 
Mortierella 94

» aplina 59, 60 
» polycephala 177 
» candelabrum 177
* renispora 94 

Mucurales 94, 154, 253 
Mucor 18, 37, 80, 94, 521

» corymbifera 224 
» daniliwitsh 101 
» globosus 76 
» hiemalis 76, 134, 177 
» mucedo 229 
» parasiticus 224 
» racemosus 132 
» ramannianus 132 
» Rouxii 101 

Mycobacterium paratuberculosis 194 
Myrothecium verrucaria 36, 37, 38, 39,

40, 41, 42, 43, 44,
57, 59, 60 

Neurospora crassa 73, 75, 144, 145, 
146, 147, 227, 248 

■» sitophila 227 
Ophiobolus herpotrichus 227, 228 
Ophiobolus sp. 229 
Oospora sp. 76
Pellicularia filamentosa 81, 82, 154, 228 
Penicillium 18, 37, 60, 61, 80, 94 97, 

121, 126, 133', 134, 135, 
163, 225, 226, 229. 241,
243. 249, 250, 252, 253 

» amagasakiense 109, 116, 
117

* amarum 250
» adametzii 229 
» brevicompactum 38, 249,

252
» brefeldianum 130 
» cannemberti v. candidum 

154
Penicillium chrysogenum 28, 103, 109, 

» 112, 129, 130, 135, 148,
229, 248 

» citrinum 231 
» claviforme 60

Penicillium cyaneo-fulvum 95, 99 
» cyclopium 38, 207, 249 
» digitatum 147, 252 
» expansum 61, 73, 74 
» funiculosum 58, 130
> gladioli 249 
» glaucum 242
» griseofulvum 132
* islandicum 186, 187, 188, 

250
» janthinellum 95, 99 
» lilacinum 132, 229
* luteum 32
» melinii 58, 61, 130 
» notatum 109, 112, 135,

253
» oxalicum 46, 47 
» parvum 130 
» puberulum 251 
» purpurogenum 76 
» quadrilineatum 130 
» royueforti 150, 151 
» roseo-purpureum 248 
» rubrum 191
* steckii 253
» spinulosum 130, 133 
» stipitatum 60, 250, 251 
» urticae 248 
» variabile 38 
» violaceum 59, 60 
» viridicatum 54 

» vitale 109, 110, 111, 112, 
113, 114, 116, 118 

Periconia circinata 203, 204 
» oryzae 147 

Pestallotia cinerea 47 
» faedans 227 

Phoma sp. 177
Phycomyces blackesleeanus 121, 134,

228, 249, 251, 252 
Phytium apllanidermatum 47, 49, 80, 

149, 150
* arreemones 149, 150
> de Baryanum 246, 73, 76,

80. 149, 150
» irregulare 80 

» ultimum 149, 150 
Phytophthora infestans 155, 205, 206, 

245, 247 
Polyspora lini 170 
Polystictus versicolor 59 
Pseudomonas sp, 230

» testosteroni 233 
» aeruginosa 195 

Pullularia sp, 121, 126 
» pullulans 128 

Pycnodothis sp. 229 
Pyrenochaeta sp. 241
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Pyrenophora graminea 133 
Phabditis sp, 192 
Phizoctonia 121

» ferrugena 227 
» solani 47, 49, 84, 133, 207 
» violacea 13i2 

Rhizopus 14, 27, 94, 121, 222
> arrhisus 60, 135, 207,222 
» cambodjae 222
» circinatus 207 
» delemar 13, 14, 24. 27, 101
> nigricans 129, 221, 222,

223, 224, 226, 232
» niveus 27 
» oryzae 101 
» rodosus 60 
» stoloniferum 76, 83, 134, 

207
» tonkinsis 101 
» tonnensis 27 
» topkinensis 18, 19 
» tritici 73 
» japonicum 14, 27, 135 

Rhodotorula glutinosus 59, 133 
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152, 153
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пролин 142, 145, 146, 148, 151, 
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тирозин 166, 142, 150, 151, 152,
179. 180, 202, 252 

треонин 140, 141, 143, 145, 148, 
151. 152, 179, 180 

триптофан 140, 141, 142, 143, 145, 
146, 148, 149, 151, 179, 180, 202 

фенилаланин 142, 145, 146, 151,
153, 179, 1.80, 202 

цистеин 141, 148, 151, 152, 153, 
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цистин 141, 145, 180 
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Арабиноза 51, 52, 54, 55, 56, 129, 130 
Арабит 152
Ароматические соединения 249
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Ацетат, метаболизм 131

Белки 91, 92, 93, 94, 100, 103, 196
Бензоксазолин 245
Бензохиноны 248
Болезнь Кашина-Бека 178, 179, 185
Бутилпиридин 197
Вакцины 105
Ваниллин 240
Вербеной 254
Вербенол 254
Витамины 3, 4
Галактан 51
Галактоза 51, 55, 130, 152, 205 
Галактозамин 130 
Галлотаннин 243 
Гексозамин 191 
Гемицеллюлоза 52 
Гемоглобин 99
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Гептанон 131 
Гераниол 253 
Гидроксибензальдегид 240 
Гидроксилирование 221, 224, 225, 226,

227, 228, 233, 254 
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Гликозиды 44, 121, 207, 248 
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Глицерин 129, 152 
Глюкан 56, 58 
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Глюкоза 9, 10, 11, 17, 18, 19, 46, 54,

56, 108, 110, 111, 112, 113, 130, 152, 
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Гормоны 3, 220 
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Гуанозин 132, 145
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Дигоксигенин 234, 235 
Диогенин 221 
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Желатина 84, 85 
Железо фитат 131 
Жирные кислоты 253 
Жирные спирты 253 
Изолихинин 61 
Индол 145
Индолпроизводные 252 
Инозит 152 
Казеин 99, 101, 127 
Камфара 253 
Каран 254 
Карен 254
Катехол 242, 246, 247 
Кверцетин 121, 122, 124, 125 
Кверцитрин 121, 125, 126

Кислоты 240
аконитовая 152 

аминомасляная 146, 283 
антраниловая 145 
аскорбиновая 246, 247 
аспергилловая 164 
бензойная 127, 241, 243, 248 
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галактуроновые 69, 71, 72, 81, 84 
галловая 210, 242, 243, 249, 252 
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дигидроксифталевая 249 
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коричная 243 
кофейная 128, 245 
лауриновая 131 
лимонная 152 
метилсалициловая 248 
микофеноловая 250 
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пектиновая 71, 72, 74 
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125, 242, 243, 245, 248 
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феруловая 240 
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252
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фумаровая 207 
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хлорогеновая 128, 245, 247 
хризофановая 248, 250 
циклопалдиевая 249 
циклопиевая 249 
яблочная 152 
янтарная 152 

Конваллозид 234

263



Кортизон 221, 223, 225, 228 
Крахмал 12, 13, 14, 17, 18, 19 
Ксантин 145 
Ксантон 248
Ксилан 10, 38, 51, 52, 53, 54, 55 
Ксилобиоза 54, 56 
Ксилоза 51, 52, 54, 56, 55, 152 
Ксилоолигосахариды 54, 56 
Ксилогексаоза 54 
Ксилопентаоза 54 
Ксилотетраоза 54 
Ксилотриоза 56 
Кутин 133 
Лактоза 46
Лактон дельта 111, 112 
Ламинариобиоза 61 
Ламииарин 57, 59 
Ламинаринодекстрины 59 

Левомицитин 115 
Лецитин 135 
Лимонен 253 
Линаллол 253 
Лихенин 60 
Маннит 152 
Манноза 51, 152, 205 
Маннан 51 
Мальтоза 15, 17 
Мальтоза изо 15, 16, 22 
Мальто-олигосахариды 16 
Мацерация 70, 83 
Ментол 253, 254 
Матиламинкетон 131 
Метилпропилкетон 131 
Метилирование фузариевой кислоты 

197
Микодекстран 61
Микроцид 109, И З , 114, S18
Микроэлементы 21, 38, 130, 241
Митохондрии 129, 203
Мицерин 115
Моносахариды 9, 10
Нафтохиноны 248
Ниацин 145
Нигероза 61
Иидулин 251
Никотинамид 133
Новобиоцин 115
Нотатин 109
Нуклеотиды 132

Окисление кетаглютаровое 203
Оксидигитоксигенин 235
Оксипрогестерон 221, 223, 226
Олигопептиды 252
Олигосахариды 130

Осахарнвающ ая способность 15
Паноза 22

Папилломатоз 185
Парафины нефти 252, 253
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Пектин 10, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75,

76, 79, 80, 81, 84, 85, 87 
лимонный 81 
яблочный 80 

Пенициллин 109, 114 
Пентапептид 202 
Пентозаны 51 
Пепсин 96, 97 
Пептиды 91, 92, 152 
Перекись водорода 109, 112 

Пинен 253, 254 
Пнрен 253
Пиридинпроизводные 252 
Пирогаллол 240 
Пирокатехин 240 
Пневмомикотоксикозы 165 
Полигалактурониды 77 
Полимиксин 115 
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Полипептиды 91, 103 
Полифенолы 246, 247 
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Поогестерон 221, 222, 223, 225, 228, 
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Производные жирных кислот 180
Протопектин 69
Пурин 132, 145
Рамноза 121, 125
Рибоза 152
Рибофлавин 133
Ривелин 250
Рутин 121, 122, 123, 125, 126, 233, 

252
Рутиноза 121, 122, 123, 125 
Салицин 57 
Сантален 254 
С ахара 196
Сесквитерпены 253, 254 
Собрерол 254 
Соласодин 221 
Спинулозин 250
Стахиботриотоксикоз 163, 164, 165 
Стерины 180 
Стероиды 220, 225 
Стероидные гликозиды 221 
Стероидальные сапонины 180 
Стероиды, трансформация 221, 224,

225, 226, 227, 229, 232 
Стрептомицин 115 
Таннин 127, 242, 247 
Терпены 253 

Тестолактон 226 
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Тетрациклин 115 
Толухинон 248
Токсины 160, 161, 203, 205, 206, 207
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Углерод окись 122, 124 
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Ферменты 3, 4, 6, 7, 8, 10, 12 

металлсодержащие 205 
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