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Предисловие

Б настоящем сборнике изложены результаты экспериментальных 
исследований сотрудников-микробиологов кафедры физиологии и био­
химии растений Тартуского государственного университета. Данные 
эксперименты по изучению влияния низких и средних, с биологиче­
ской точки зрения, интенсивностей высокочастотного 880 кгц ультразву­
ка на физиологию и биохимию пекарских дрож ж ей S. cerevisiae и кормо­
вых дрож ж ей C. utilis  проводились в 1966—1968 гг. Как видно из при­
веденных в настоящем сборнике данных, результаты исследования 
привели к общему выводу, что полоса стимуляции в спектре интен­
сивностей ультразвука с данными параметрами очень узка и лежит в 
границах очень низких интенсивностей. Часто эта полоса вообще не 
обнаруживается, т. е. стимуляционные эффекты являются неустойчи­
выми. Зато, начиная со средних интенсивностей (1,5—2,4 вт/см2), зако­
номерно наблюдается отрицательное влияние ультразвука на различ­
ные физиологические и биологические процессы испытанных дрожжей. 
Тем не менее, изучение тонких изменений в клеточных процессах под 
влиянием таких доз ультразвука, которые еще не вызывают механиче­
ского разруш ения клеток, но причиняют «мягкие», легко-обратимые 
отрицательные эффекты, представляет интерес, так как позволяет 
лучше понимать физиолого-биохимические механизмы воздействия 
данного фактора на микробную клетку. Если статьи, приведенные в' 
настоящем сборнике, кое-что прибавляют к пониманию этих механиз­
мов, то сборник в целом выполняет свои задачи.
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О ВЛИЯНИИ УЛЬТРАЗВУКА НА НЕКОТОРЫЕ 
ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ ПРОЦЕССЫ ДРОЖЖЕЙ

В. Тохвер, В. Лийас,

Т. Крамм, Р. Рапдла.

Воздействие ультразвука на биологические объекты изве­
стно начиная с 20-х—30-тых годов нашего столетия [1, 2, 3]. 
В частности, в этот период вышла в свет и первая работа по 
влиянию УЗ на дрожжи [4], но обстоятельное исследование 
данного вопроса началось лишь в середине 40-вых годов, ког­
да впервые применялись специальные аппараты, позволяю­
щие точно установить и варьировать параметры фактора.

В настоящее время в биологии применяются генераторы в 
широком диапазоне мощностей. По Байеру и Дернеру [5] их 
можно разделить по выходной интенсивности УЗ на низко-, 
средне- и высокоинтенсивные (соответственно 0—1,5, 1,5—3 и 
3— 10 вт/см"). Следует отметить, однако, что в биологии невоз­
можно применение интенсивностей около 10 вт/см2 так как 
они обязательно воздействуют на клетки разрушительно [6]. 
При интенсивностях около 10 вт/см2 разрушаются в особен­
ности клетки микроорганизмов [7]. При низких же дозах дей­
ствие УЗ не сводится только к механическим разрушениям 
[8]. Кроме механических эффектов наблюдаются тонкие фи- 
зико-химические, морфологические и цитологические измене­
ния [9, 10, 11, 12]. Особый интерес представляют данные, сви­
детельствующие о возможности получения под влиянием 
умеренных доз УЗ функциональных изменений обратимого 
характера, которые, следовательно, не обязательно приводят 
к гибели микробов [13, 14].

Существующие в литературе данные показывают, что эф­
фект от применения УЗ зависит не только от интенсивности 
фактора, но и от частоты колебания УЗ и от продолжитель­
ности экспозиции [15, 16, 17]. Можно, однако, считать уста­
новленным, что повышение интенсивности УЗ является нам­
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ного более эффективным мероприятием, чем удлинение про­
должительности экспозиции в потоке ■ фактора. Комолова, нап­
ример, показывает, что в пределах частоты 300— 1000 кгц 
мощности, лежащ ие ниже границы кавитации, не оказывают 
на дрожжевые клетки летального воздействия даже при 
экспозиции выше двух часов [16]. При использовании же ин­
тенсивностей выше 3 вт/см2 отмечалось начало гибели дрож­
жей, несмотря на более короткое время воздействия.

Начиная с определенной интенсивности УЗ, все организмы 
подчиняются разрушительному воздействию фактора, но ле­
тальная доза у различных микроорганизмов резко различа­
ется [18, 19]. Относительно устойчивыми к влиянию УЗ явля­
ются дрожжи, в особенности сахаромицеты [10, 15, 20, 21, 22, 
23]. Эта особенность позволяет использовать дрожжи в каче­
стве подходящих объектов для изучения «физиологического» 
воздействия УЗ.

В литературе имеются некоторые указания, свидетельст­
вующие о том, что в определенных условиях можно при по­
мощи УЗ стимулировать размножение дрожжей [24]. повы­
шать продукцию биомассы [25] и усиливать процессы броже­
ния [26, 27, 28]. Имеются, однако, и противоположные указа­
ния, отрицающие возможность стимуляции физиологических 
процессов дрожжей посредством УЗ [2. 29]. Дело, по-видимо­
му. в различиях условий эксперимента, а вопрос в целом 
нельзя считать обстоятельно изученным.

Учитывая все сказанное, для нас представляло интерес 
изучение влияния низких и средних доз УЗ при высокой час­
тоте колебания на некоторые физиологические процессы 
дрожжей, в частности на рост и размножение дрожжевых 
клеток. В связи с ростовыми процессами изучались, кроме то­
го, способность клеток к утилизации источников углерода, 
расход энергетического материала на 1 г прироста биомассы 
и бродильная способность культур. Результаты соответству­
ющих исследований излагаются в настоящей статье.

Материал и методика

Объектами исследований служили пекарские дрожжи 
Saccharomyces cerevisiae, Томский штамм 107 и кормовые 
дрожжи Candida utilis, штамм 4.

Опыты проводились в 5-литровых сосудах с 3,8 л жидкой 
питательной среды, глубинным способом, при 27,5°С в шести- 
(S. cerevisiae) или семикратной (C. utilis). повторности. Сосуды, 
среды и принадлежности стерилизовались в автоклаве. За 
время инкубации (24 часа для S. cerevisiae и 36 часов для
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C. utilis) культуры всех аэробных вариантов продувались сте­
рильным воздухом с интенсивностью 3 объема в минуту через  ̂
распылители из стеклянного фильтра JY« 2. Анаэробные же 
культуры инкубировались без аэрации в 5-литровых плоско­
донных колбах, наполненных средой до узкого горла и снаб­
женных стеклянными затворами для предотвращения доступа 
воздуха. Продолжительность инкубации анаэробных куль­
тур — 5 суток.

Использовались следующие среды, при составлении кото­
рых руководствовались литературными указаниями для 
аэробных и анаэробных культур [30, 31, 32, 33, 34, 35]: 
М е л а с с о в а я  №  1 для аэробных культур

Меласса сахарной промышленности, 
разбавленная до концентрации 1%
по содержанию сахаров —
Са3(Р 0 4)2 —
(NH4)2H P 0 4 —
Биотин —
Пантотенат кальция —
Конц. серная кислота до 
реакции pH —

М е л а с с о в а я  №  2 для анаэробных культур 
По сравнению с предыдущей средой 
содержание сахаров повышено до 
концентрации 10%

С и н т е т и ч е с к а я  №  3 
Водопроводная вода 
Сахароза 
(NH4)2H P 0 4 
M gS04 
к н 2р о 4 
СаС12
Смесь микроэлементов 
Биотин
Пантотенат кальция 
Конц. серная кислота до 
реакции pH

1000 мл
1.0 г
1.0 г 
0,29 мг 
0,50 мг

5.0

для аэробных культур
— 1000 мл

12 г или 25 г*) 
1 г 
0,3 г 
1 г 
0,1 г 
1 мл 
0,29 мг 
0,50 мг

5,0
Смесь микроэлементов составлялась по рецепту М. В. Фе­

дорова (36).
Для получения инокулята проводились пересевы из музей­

ных культур на агаровую среду (мелассовая среда №  1 с при­
бавлением 1,5% агара). После 24-часовой инкубации при

♦
*) Для S. cerevisiae — 12 г, для C. utilis — 25 г
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27,5 С выросший материал собирали и суспензировали на 
качалке в стерильной водопроводной воде до титра 107 Для за­
ражения опытных сред брали в качестве инокулума по 50 мл 
суспензии клеток на каждый сосуд. Озвучивание проводилось 
в соответствии с планом опытных вариантов в инокулуме при 
условии непосредственного контакта с датчиком (37). Исполь­
зовали генератор УЗ типа УТС-1, который позволял модуг- 
лировать интенсивность фактора в пределах 0,2—2,4 вт/см2, 
при частоте колебания 880 кгц.

Применялись следующие дозы УЗ:

Выходная ин­
тенсивность УЗ, 

вт/см2

Продолжи­
тельность экс­
позиции, мин.

Общая доза УЗ, 
кдж/см2

Квалифика­
ция доз

0,4 15 0,36
0,4 30 0,72
1,2 15 1,08
1,2 30 2,16
2,0 30 3,60

\
/ низкие 

средние

В опытных условиях выращивались параллельно неозву­
ченная контрольная и озвученные различными дозами УЗ 
культуры  дрожжей. Опыты с одним и тем же составом вари­
антов повторялись 6 раз для S. cerevisiae и 7 раз для С. utilis. 
На основе полученных данных вычислялись средние. Такие 
серии проводились отдельно для обоих видов испытанных 
дрожжей в различных условиях питательной среды и аэри- 
руемости (S. cerevisiae — на средах №  1 и 2, С. utilis. — на 
средах №  1 и 3). Кроме того, для установления динамики при­
роста биомассы, титра клеток и содержания в среде сахаров 
у С. utilis проводились отдельные опыты в четырехкратной 
повторности как для неозвученного, так и озвученного 3,60 
кдж/см2 варианта.

В ходе опытов проводились следующие анализы:
а) Определение динамики и продукции биомассы. Дрож­

жевые клетки, после предусмотренного промежутка времени 
(24 часа для S. cerevisiae и 36 ч. для С. utilis), отцентрифУги- 
ровали и подвергали определению сырого и сухого веса. 
При динамических анализах у С. utilis определения проводи­
лись через 6, 12' 18, 28 и 36 часов с начала опыта.

б) Определение динамики численности дрожжевых клеток 
Е культурах проводили подсчетом клеток под микроскопом 
в камерах Горяева. На основе данных о титре и биомассе вы ­
числяли средний вес 106 клеток.
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в) Определение содержания сахаров в культуральной жид­
кости. Использовалась надосадочная жидкость после центри­
фугирования при 5000 Xg. Данный супернатант профильтро­
вывался и в полученном растворе определялись по Бертрану 
восстанавливающие моносахариды, сахароза и олигосахариды 
мальтозного типа.

г) Определение этанола проводилось по реакции окисления 
бихроматом калия в присутствии избыточной серной кислоты. 
Пробы, взятые для анализа, предварительно дважды перего­
нялись, сначала из кислой, а затем из щелочной среды для 
устранения органических кислот. Сернокислый раствор бих­
ромата калия (бихром, калия — 20г/л +равны й объем серной 
кислоты, уд. вес 1,94) прибавлялся «в пробу при нагревании, 
вместе с маленькой порцией добавочной серной кислоты, до 
исчерпывания восстанавливающей способности взятой пробы, 
т. е. до появления в смеси постоянного желто-оранжевого от­
тенка. Интенсивность же основной зеленой окраски, получен­
ной в результате восстановления бихромата калия этанолом, 
определялась в спектрофотометре СФ-4 при л =  565 нм про­
тив исходного раствора бихромата калия. Количество этило­
вого спирта было найдено по эталонной кривой.

По данным отдельных повторностей вычислялись арифме­
тически средние показатели. Их уровень значимости, а также 
достоверность имеющихся разниц оценивались при помощи 
t -теста.

Результаты и обсуждение

В табл. 1 и 2 приведены данные о влиянии УЗ на процес­
сы роста дрожжей. Видно, что примененные дозы УЗ, хотя и 
не являются сильнодействующим фактором, все же оказыва­
ют заметное влияние на интенсивность размножения и накоп­
ления биомассы как у S. cerevisiae, так и у С. utilis. В частности, 
сказанное относится к максимальной из числа примененных 
доз УЗ (3,60 кдж/см2, при интенсивности фактора 2,0 вт/см). 
Под влиянием такой дозы, в аэробных условиях, на мелассо- 
вой среде, продукция биомассы снижалась на 22—23% у обоих 
видов испытанных дрожжей. Приблизительно такие же эф­
фекты отмечались на мелассовой среде в анаэробных усло­
виях (снижение продуктивности на 25%).

На синтетической среде (С. utilis) отрицательный эффект 
от средних доз УЗ (2,16—3,60 кдж/см2) значительно сильнее 
(снижение интенсивности роста до 48%). Следовательно, 
повреждения, вызванные такими дозами УЗ, проявляются 
более отчетливо на неполноценной питательной среде. Это 
свидетельствует о том, что происходили расстройства систем



Т а б л и ц а  1

Влияние ультразвука на рост
Saccharomvces cerevisiae

Режим
опыта

;
Среда

Варианты 
по озвуче­
нию, доза 
в кдж/см2

Продукция 
биомассы, 

сухой вес, 
г/л

I Сухой 
Титр клеток вес 10н 

х 10'3/мл клеток, 
мкг

Аэроб­
ный

Мелас­
совая 
№ 1

Неозвуч.
контроль

0,36
0,72
1,08
2,16
3,60

1,32 ±0,08 
1,46 ±0,06 
1,60±0,14 
1,28 ±0,07 
1Д0±0,07 
1,02±0а06

104 ±10  
108 ±  8 
122 ±13  
100 ±  8
83 ±15  
85±  14

12.7 
13,5
13.1
12.8
13.2 
11,4

А наэ- Мелассовая 
робный № 2

Неозвуч.
контроль

0,72
2,16
3,60

0,66±0,12 
0,66 ±0,07 
0,49 ±0,07 
0,49 ±0,04

51 ±  6 
45± 12 
43 ±  9 
43 ±  9

12,9 
• 14,7
11.4
11.4

Т а б л и ц а  2

Влияние ультразвука на рост

Candida utilis

Режим — аэробный

Среда

1 Варианты
ПО озвучи- ; Продукция 1 гр1 1 ^ Титр клеток, 1 ванию, биомассы, 1rU),, „ , ! х*10‘/мл доза в сухой вес, г/л [

кдж /см2 1 j

Сухой вес 
IO13 кле­

ток, мкг

Мелассовая Неозвуч.
№ 1 контроль 1,79±0,17 115 ±  6 15,6

0,72 1,44 ±0,22 126 ± 7 12,7
2,16 1,49 ±0,05 103 ± 8 14,5

Синтети­
3,60

Неозвуч.
1,38±0,13 100 ± 8 13,8

ческая контроль 2,11 ±0,38 131±7 16,1
№ 3 2,18 ±0,20 148 ± 6 14,7

0,72 1,94 ±0,28 134 ± 7 14,5
2,16
3,60

1,08 ±0,24 106 ± 5 10,2
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синтеза неких нужных для жизнедеятельности клеток соеди­
нений, которыми клетки могут снабдиться за счет веществ, 
имеющихся в натуральной мелассовой среде.

Интересно отметить, что в результате озвучивания дрож­
жей средними дозами УЗ снижение титра клеток несколько 
меньше, чем снижение продукции биомассы (снижение титра 
клеток на 13— 19%, вместо 22—23% снижения биомассы). Это 
значит, что вес 106 клеток в озвученном варианте на 10—12% 
(на синтетической среде даже на 37%) меньше, чем в конт­
роле. Из этого следует, что одним эффектом средних доз УЗ, 
кроме вышеуказанных, является деление клеток до достиже­
ния «нормальных» размеров.

Выше отмеченные эффекты не всегда достигают значений, 
которые на уровне значимости 0,95 по t-тесту можно при­
знать достоверными. Следует однако отметить, что при дан­
ных (средних) дозах УЗ отрицательный эффект наблюдался 
во всех отдельных случаях без исключения. Это позволяет, 
то тесту Кемельрьика [38], отмеченное направление эффектов 
признать реальным, независимо от результатов t-теста.

Низкие дозы УЗ в пределах 0,36— 1,08 кдж/см2 (см. мето­
дику) оказались неэффективными или же, в некоторых опы­
тах, они вызвали небольшую стимуляцию процессов роста. 
Такой положительный эффект, однако, является очень нена­
дежным и не вызывает практического интереса.

Р и с .  1. Динамика биомассы и сахаров в культуре 
С. utilis. Синтетическая среда с 1% сахарозы. I— 
1а — сухой вес биомассы, г/л, в контроле и облу­
ченном 3,60 кдж/см2 варианте, II — сахароза, г/л, 
III — редуцирующие моносахариды, г/л.
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На рис. 1 кривой 1 указана динамика накопления биомас­
сы в неозвученных культурах С. utilis. Полученная кривая 
свидетельствует о незначительной лаг-фазе продолжитель­
ностью 1—2 часа. Значительное отставание от этого наблюда­
ется в культуре, озвученной дозы УЗ в 3,60 кдж/см2 Разница 
между неозвученной и озвученной культурами значительно 
уменьшается уже при первом, а практически исчезает при 
втором или третьем пересеве озвученных культур. Следова­
тельно, под влиянием примененных доз УЗ не происходило 
необратимых глубоких изменений в аппаратуре наследствен­
ности. Наблюдаемые повреждения, очевидно, носят характер 
временных расстройств «физиологических» механизмов.

В табл. 3 и 4 изложены данные, характеризующие способ­
ность дрожжей к использованию сахаров, находящихся в пи­
тательной среде. Как видно по этому показателю, испытанные 
дрожжи мало различаются между собой. Почти одинаковой 
является и реакция на различные дозы УЗ. Низкие по наше­
му квалифицированию дозы УЗ на указанную способность 
практически не оказывают влияния. При дозе же 3,60 кдж/см2 
отмечается снижение уровня использования сахаров на 
9—17% (в суммарном выражении). Как правило, при этом 
снижается и экономность использования энергетического ма­
териала, так как расходы на 1 г прироста биомассы увеличи­
ваются на 8— 18%, в зависимости от состава среды.

На рис. 1 (кривые 2 и 3) видно, что в аэробных культурах 
С. utilis разложение сахарозы начинается довольно активно 
почти с самого начала культуры. Уже к 12-ому—18-ому часу 
процесс идет почти до максимума — концентрация сахарозы 
приобретает определенное минимальное значение (около
1,5 г/л), при котором дальнейшее разложение данного дисаха­
рида в данной культуре становится невозможным.

В то же время, в первз^ю половину культивации, когда рост 
дрожжей еще довольно неактивен, продукты разложения са­
харозы не полностью находят дальнейшее использование. В 
результате этого, в культуральной жидкости накапливаются 
редуцирующие моносахариды. Их содержание начинает па­
дать лишь с 19-го—20-го часа культивации и идет до зна­
чительно меньшей концентрации, чем отмечено у сахарозы 
(остаточное содержание моносахаридов около 0,4—0,6 г/л).

Суммарно к 12-ому часу использовалось 0,41 ±0,10 г/л са­
харов (начальное содержание 12 г/л), к 18-ому — 1,08 ± 0  22 
г/л, к 28-ому — 7,92 ±0,10 г/л и к 36-ому часу — 10,2 ±0,11 г/л. 
При этом, в соответствующие периоды для прироста 1 г био­
массы израсходовалось соответственно 1,87, 1,93, 4,74 и 5,21 г 
сахаров. Следовательно, экономия использования сахаров в
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Т а б л и ц а  3

Р еж им
опы та

Аэроб­
ны й

А наэ­
робны й

Среда

М елас­
совая 
№ 1

Влияние ультразвука на использование сахаров культурами

Saccharomyces cerevisiae
С редняя погреш ность п ри ­

веденны х данны х ±5,0%

В арианты  
по озвучи­

ванию, 
доза 

в кдж /см 2

И зм енение содерж ания сахаров за  врем я опытов

С ахароза и др. 
олигосахариды  
данного типа

Д исахариды
м альтозного

типа
Редуцирую щ ие
моносахариды

С умма
сахаров

г/л %

И зрас- 
содовано 
сахаров 
на 1 г 

прирос­
та био­

массы, г

До опыта: 8,74 1,07 0,98 10,79
Неозвуч.
контроль —8,00 — 92 — 1,00 —93 —0,25 —26 —9,25 -86 7,00

0,72 —8,01 —92 —1,00 --93 —0,42 —43 —9,43 —87 6,45
2,16 -  7,01 —г37 — 1,03 —96 —0,13 —13 —<8,77 — 81 7,96
3,60 —7,55 —86 —0,93 —87 —0,13 —13 —8,71 —81 8,53

М елас­
совая 
№ 2 До опыта: 76,8 3,84 9,86 90,50

Неозвуч.
контроль —65,5 — 86 —3,(84 — 100 +  1,44 +  15 —67,90 —75 103

0,72 —65,1 —85 —3,84 —100 —0,15 —1,5 —69,09 —76 104
2,16 —64,3 —85 —2,89 — 75 +  5,35 —54 —61,84 —68 113
3,60 — 65,2 —85 —2,89 — 75 +  6,54 —68 —61,54 —68 113



Т а б л и ц а  4

Среда

Влияние ультразвука на использование сахаров культурами
Candida utilis

Средняя погрешность при­
веденных данных ±4,8%
Режим опыта — аэробный

Изменение содержания сахаров за время опытов

Варианты по 
озвучива­

нию, доза в 
кдж /см 2

Сахароза и др. 
олигосахариды  
данного типа

Дисахариды
мальтозного

типа
Редуцирующие
моносахариды

Сумма
сахаров

г/л

И зрасхо­
довано саха­

ров на 1 г 
прироста 

биомассы, 
г

Мелас­
совая

До опыта: 
Неозвуч.

6,80 0,72

контроль —6,27 -  92 0,11
0,72 6,49 —95 — 0,14
2.16 —6,61 97 0,07
3*60 —6,66 —98 +  1,16

Синтети­
ческая

До опыта: 
Неозвуч.

12,0 0

контроль —10,6 —88 0
0,72 —10,8 90 0
2.16 - 10,7 —89 0
З‘б0 — 10,7 -  89 0

с

-1 5

3,08

—2,55 —83

10,60

—8,93 —84 5,00
-1 9 —2,43 —79 —9,06 —85 6,30
-1 0 —2 ,аз —68 —8,76 —83 5,88
161 —1,92 —62 —7,42 —70 5,38

0 12,0

_ +  0,42 +  ~ —10,2 —85 4,83
— +  0,43 +  ^ —10,4 —87 4,77
— +  0,74 +  ~ —10,0 —83 5,15
— +  1,43 +  - — 9,27 —77 8,58



молодых культурах в 2—2,7 раза выше, чем в культурах, 
приближающихся к концу фазы экспоненциального роста.

В анаэробных культурах (S. cerevisiae) сахара использу­
ются, как и следовало ожидать, с многократно меньшей эко­
номностью, чем в аэробиозе (табл. 3). Увеличиваются и не- 
достигаемые для использования количества сахаров.

Т а б л и ц а  5

Влияние ультразвука на продукцию этанола в культурах

Sacch. cerevisiae

Режим
опыта

' Варианты по 
Среда озвучиванию,

доза в кдж/см2

Накопление 
этанола, г/л

Аэробный Мелассовая 
№ 1

Неозвученный
контроль

0,72
2,16
3,60

0,50±0,12 
0,48 ±0,11 
0,50 ±0,10 
0,45 di 0,14

Анаэробный Мелассовая Неозвученный
№ 2 Контроль 16,2 ±2,12

0,72 18,5 ±2,33
2,16 14,4±2,12
3,60 13,3 ±  1,77

Наконец, в табл. 5 изложены данные о бродильной способ­
ности S. cerevisiae. В аэробных условиях она незначительна, 
но все же существует. Это показывает, что «отрицательная 
индукция» филогенетически старой биохимической системы 
нелегкая вещь. Наряду с общими с дыханием реакциями гли­
колиза в аэробиозе постоянно продолжают некоторую работу 
и этапы, прямо приводящие к образованию этанола, т. е. ис­
тинного алькогольного брожения. Такой вывод подтвержда­
ется и некоторыми литературными данными [39].

В анаэробиозе продукция этанола в 30—40 раз выше, чем 
в аэробных условиях. Показатели накопления этанола дости­
гали в наших опытах за 120 часов 16—19 г/л. Не получено 
статистически достоверного изменения данного показателя 
под влиянием примененных доз УЗ, отмечена лишь тенден­
ция к повышению бродильной способности при низких и к 
снижению при средних дозах этого фактора.
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В ы в о д ы

Изучалось влияние ультразвука 880 кгц в дозах 0,36—3,60 
кдж/см2 при интенсивностях 0,4—2,0 вт/см2 на некоторые фи­
зиологические процессы Saccharomyces cerevisiae и Candida 
utilis. Выяснилось следующее:

1. Под влиянием УЗ в дозах 2,16—3,60 кдж/см2 обнаружено 
снижение накопления биомассы и размножения клеток дрож­
жей на 13—48%. Дозы УЗ ниже указанных не вызывали за­
метного эффекта, или же наблюдалась небольшая стимуляция 
процессов роста.

2. Минимальные дозы УЗ не вызывали существенных из­
менений в коэффициенте утилизации сахаров дрожжами. До­
зы же 2,16—3,60 кдж/см2 у S. cerevisiae и 3,60 кдж/см2 у С. uti­
lis приводили к снижению данного коэффициента от 86 до 
81% и от 85 до 70% соответственно.

3. Клетки S. cerevisiae израсходовали в аэробных условиях 
около 7 г сахаров на 1 г прироста биомассы, а клетки С. uti­
lis в таких же условиях — около 5 г. Под влиянием УЗ рас­
ход сахаров на 1 г прироста биомассы повышался на 10—80%, 
в зависимости от дозы фактора. В анаэробных условиях (S. ce­
revisiae) экономность использования сахаров в 15— 18 раз ни­
же данного показателя в аэробиозе.

4. Примененные дозы УЗ не вызывали статистически дос­
товерных эффектов в накоплении этанола в анаэробных 
культурах S. cerevisiae. Отмечена, однако, тенденция к повы­
шению данного показателя при низших (0,72 кдж/см2) и к сни­
жению при высших (2,16—3,60 кдж/см2) дозах УЗ.

5. Под влиянием примененных доз УЗ не обнаружено не­
обратимых глубоких изменений в физиологических процессах 
дрожжей. В пределах мощностей, квалифицируемых по Байе­
ру и Дернеру среднеинтенсивными (1,5—3 вт/см2), наблюда­
лись повреждения физиологических процессов, носящие ха­
рактер временных расстройств и легко исчезающие при пос­
ледующих пересевах.
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ON THE INFLUENCE OF ULTRASONIC WAVES UPON 
THE PHYSIOLOGICAL ACTIVITIES IN YEASTS

V. Tohver, V. Liias, T. Kraam, R. Randla

S u m m a r y

Ultrasonic waves in doses 0.36 — 1.08 kJ/cm2 (freq 880 kHz, int
0.4 — 1.2 W/cm2) show only a weak influence upon the physiolo- 
gial activities (the rate of multiplication, the ability for fermenta­
tion, the rate and effectiveness of the utilisation of sugars) in
S. cerevisiae and C. utilis. The doses of UW of 2.16 — 3.60 kJ/cm2 
{(int. 1.2 — 2.0 W/cm2), however, cause decline in the level of the 
above-mentioned processes by 10—80 per cent, respectively, the 
effect being more prominent in the conditions of synthetic media. 
The observed damages in the physiological processes were in all 
cases readily reversible in the course of 2—3 subsequent passages 
of the yeasts.



НЕКОТОРЫЕ ЗАМЕЧАНИЯ О ВЛИЯНИИ НЕВЫСОКИХ 
ДОЗ УЛЬТРАЗВУКА НА СОДЕРЖАНИЕ И 
ПЕРЕВАРИМОСТЬ ДРОЖЖЕВЫХ БЕЛКОВ

В. Тохвер, А. Калде

Общеизвестно, что различные дрожжи являются хорошим 
источником белкового азота для человека (пекарские дрож­
жи) и животных (кормовые дрожжи). Дрожжи отличаются не 
только высоким содержанием белков, но и богатством неза­
менимых аминокислот и хорошей усвояемостью [1, 2]. В связи 
с этим дрожжи находят широкое использование в народном 
хозяйстве. При этом предприняты различные попытки для 
дальнейшего повышения количества и качества белковой про­
дукции дрожжей. В качестве одной из попыток в литературе 
выдвинут ультразвук невысоких интенсивностей [3, 4]. Име­
ются, однако- и противоположные данные, указывающие на 
подавление белкового синтеза под влиянием уже умеренных 
доз УЗ [5]. Из такой противоречивости видно, что вопрос о 
влиянии небольших доз УЗ на продукцию белка дрожжей 
нельзя считать решенным. Исходя из этого, нами изучалось 
влияние умеренных доз УЗ на примере пекарских дрожжей 
Sacch. cerevisiae (Томский штамм 10^) и кормовых дрожжей 
C. utilis (штамм 4). Результаты этих исследований излагаем 
в настоящем сообщении.

Методика

Для выращивания дрожжей использовали украинскую 
сахарно-свекловую мелассу Мелассу разбавляли водой до 
концентрации 1,2% по сахару при выращивании Sacch. cerevi­
siae и до 2,5% при выращивании С. utilis, исходя из литера­
турных данных по обеспечению максимальной интенсивности 
ростовых процессов [6]. В разбавленную мелассовую среду 
добавляли СазР0 4  и (NH4)2HPÜ4 по 1 г/л, биотин — 0,29 мг/л 
и пантотенат кальция -— 0,50 мг/л. Кислотность среды регу­
лировали прибавлением конц. H2 SO4 на pH 5,0. Для зараже-
2 M i k r o b i o l o o g i a - a l a s e i d  t ö id 17



ния использовали 24-часовые маточные культуры, выращ ен­
ные на агаре и суспендированные в физиологическом раст­
воре до концентрации 0,2 * 108 клеток/мл, в количестве 50 мл 
суспензии на банке с 3,5 л среды. Инкубация проводилась 
при 27,5° в течение 24 часов (С. utilis) и 36 часов (Sacch . cere­
visiae). За это время культуры продували стерильным возду­
хом с интенсивностью 3 объема в минуту (см. рис. 1 о куль­
тивационном устройстве).

Р и с .  1. Ш каф  для вы ращ и ван ия дрож ж ей  (с 
откры ты м и дверям и). 1 — терморегулятор с 
датчиком  — контактны м  термометром, 2—со­
суды для подачи свеж ей среды, 3 — культи ­
вационны е сосуды, 4 — м асляной электрора­
диатор, 5 — компрессор и ф ильтр  воздуха.
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После инкубации биомассу отделяли центрифугированием, 
промывали и высушивали до воздушно-сухого состояния при 
37—40° после чего клетки разрушались в мельнице и допол­
нительно в ступке при добавлении стеклянного порошка №  10. 
Липиды удаляли экстрагированием диэтиловым эфиром в ап­
парате Сокслета. В остатке определяли т. н. сырой протеин, 
т. е. смесь истинных белков, пептидов, аминокислот и других 
азотсодержащих веществ, по данным определения общего 
азота по модифицированному нами методу Кьельдаля (тит­
рование заменено колориметрированием), чистый белок по 
Барнштейну, т. е. после мягкого осаждения при помощи 
C 11SO4 5 Н2О, из слабощелочного раствора. Переваримость 
белков определяли in vitro пепсином в солянокислой среде по 
Сьеллеме и Ведемейеру (все методы определения выполня­
лись по описанию, приведенному в руководстве О. Халлика 
[7]. Контрольные определения белка проводили по Лоури [8].

Для воздействия ультразвуком применялся генератор 
УТС-1, дающий УЗ с частотой 880 кгц. Озвучивание проводи­
ли в суспензиях до заражения опытных сред (т. е. озвучи­
вался инокулум) при интенсивностях фактора 0,4, 1,2 и 2,0 
кт/см2 в течение 30 минут. Это значит, что применялись об­
щие дозы УЗ 0,72, 2,16 и 3,60 кдж/'см2 которые по классифи­
кации Байера и Дернера [9] принадлежат к низкоинтенсив­
ным (два первых) и среднеинтенсивным (последнее) воздей­
ствиям данного фактора.

Повторность опытов по определению контрольного состоя­
ния одиннадцати- (Sacch. cerevisiae) или десятикратна (C. uti- 
lis). Повторность же определения эффектов от различных доз 
УЗ семикратна. На основе полученных дачных вычисляли 
арифметические средние, а также средние разницы между от­
дельными вариантами, вместе с их средними погрешностями. 
При определении уровня значимости эффектов от воздействия 
УЗ применялись t -тест [10] и тест Кемельрьика [11]. Послед­
ний, как известно, позволяет установить достоверность наб­
людаемых тенденций при суммарном истолковании ряда ана­
логичных случаев (повторностей опыта) даже тогда, когда 
учитываемые случаи в отдельности не показывают статисти­
ческой существенности эффекта.

Результаты

Данные, приведенные в табл. 1, свидетельствуют о высо­
ком содержании белка в клетках Sacch. cerevisiae и C. utilis. 
Особенно высоким значением данного показателя отличаются
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изученные кормовые дрожжи (51,8% чистого белка от сухого 
вещества). Кроме белка в прямом смысле в дрожжах доволь­
но много и небелковых азотистых веществ (пептидов, амино­
кислот и др.). По нашим данным, в клетках Sacch. cerevisiae 
таких веществ 8,2%, а в клетках С. utilis — 7,8% (от сухого 
вещества).

Т а б л и ц а  1 

Содержание и переваримость дрожжевы х белков

Вид дрожжей

Показатели

Sacch. cerevisiae

( N  =  1 1 )

С. utilis  
(N =  10)

Сырой белок, в % от сух. в-ва 53,0 ±1,85 59,6 ±1,74
Чистый белок:

а) в % от сухого вещества 44,8 ±2,53 51,8±2,90
б) в % от сырого белка 84,5 85,9

Переваримый сырой белок:
а) в % от сухого вещества 44,5 ±  1,10 48,0 ±  1,28
б) переваримость, в % 84,0 80,6

Переваримый чистый белок:
а) в % от сухого вещества 36,6 ±0,97 40,3 ±2,24
б) переваримость, в % 81,7 77,9

Небелковые азотистые вещества:
а) в % от сухого вещества 8,2 ±  2,80 7,8 ±2,92
б) переваримость, в % 96,8 97,1

Судя по данным усвояемости, белки изученных штаммов 
дрожжей высококачественные. Так, 81,7% от чистого белка 
Sacch. cerevisiae и 77,9% от чистого белка С. utilis перевари- 
мо. На основе приведенных в табл. 1 данных видно также, что 
небелковые азотистые вещества дрожжей (вычисленные по 
разнице между сырым и чистым белками) переваримы даже 
в размере около 97%.

Сравнивая результаты, приведенные в настоящем сообще­
нии, с данными о фракционном составе дрожжевых белков, 
изложенными на стр. 27 настоящего сборника, можно заме­
тить, что высокой Переваримости дрожжевых белков отве­
чают высокое содержание и хорошая подвижность их альбу­
миновой фракции. По-видимому, хорошая переваримость бел­
ков связана с их структурно-конформационнными свойства­
ми, которые, как известно, определяют доступность белковых 
молекул энзимам.
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Т а б л и ц а  2

Влияние ультразвука на содержание и 
переваримость белков Sacch. cerevisiae

(в от неозвученного контроля)

Варианты по 
дозам УЗ 
(в кдж/см2)

Показатели

j  Неозвуч. 
j конт­

роль
0,72 2,16 3,60

Сырой белок 100 97,1 ±2,3 105,2 ±2,1 108,2 ±2,7
Чистый белок 100 98,0 ±2,1 103,3 ±2,2 103,9 ±2,8  
Переваримость:

а) сырого белка 100 99,3±2,6 104,9±1,7 105,8±2,3
б) чистого белка 100 »8,1 ±2,8 106,6 ±2,0 106,3 ±2,1

Т а б л и ц а  3
Влияние ультразвука на содержание и 

переваримость белков C. utilis 
(в % от неозвученного контроля)

Варианты по 
дозам УЗ 

(в' кдж/см2) Неозвуч.
конт­
роль

0,72 2,16

Показатели

3,60

Сырой белок 100 96,4 ±2,5 102,1 ±2,6 104,0 ±3,4
Чистый белок 100 98,5 ±3,3 94,2 ±3,8 101,4 ±3,2 
Переваримость:

а) сырого белка 100 100,4 ±2,7 100,3 ±2,7 105,6 ±2,7
б) чистого белка 100 100,9 ±3,4 98,9 ±3,6 106,4 ±3,3

В табл. 2 и 3 изложены результаты воздействия УЗ на со­
держание белка в клетках Sacch. cerevisiae и С. utilis, а также 
изменения переваримости белков под влиянием этого фактора.

По анализу приведенных данных t-тестом нами не обна­
ружено статистически существенных эффектов от воздейст­
вия примененных доз УЗ. Тем не менее, по тесту Кемельрьи- 
ка установлено, что тенденцию к повышению переваримости 
дрожжевых белков под влиянием более высоких доз УЗ мож­
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но все же считать реальной (при всех повторностях опыта из­
менения отмечены в одном направлении при небольшом зна­
чении эффекта).

Содержание белка в клетках Sacch. cerevisiae и С. utilis 
под влиянием примененных доз УЗ практически не изменя­
ется. Не по t-тесту, не по тесту Кемельрьика не обнаружено 
реальных тенденций изменения.

Что касается валовой продукции белка, то, учитывая 
наши данные, приведенные на стр. 8 настоящего сборника, 
видно, что одновременно с небольшим повышением 
содержания белка в клетках Sacch. cerevisiae при дозах УЗ 
2,16—3,60 кдж/см2 (на 5,2—8,2% для сырого белка и 3,3—3,9% 
для чистого белка) общая продуктивность биомассы при та­
ких условиях выращивания и дозах УЗ снижается на 16,6 
и 22,6% соответственно. Следовательно, в суммарном счете 
встречаются весьма значительные потери в белковой продук­
ции в размерах около 8—17% для сырого и 12— 19% для чис­
того протеина.

Выводы

1. Ультразвук (880 кгц) в дозах 0,72—3,60 кдж/см2 не ока­
зывает существенного влияния на содержание белков в клет­
ках Sacch. cerevisiae и С. utilis. Установлена тенденция к по­
вышению переваримости белков в озвученных дозами 2,16— 
3,60 кдж/см2 клетках.

2.. Применение средних интенсивностей ультразвука (2,0 
вт/см2, при вышеуказанных общих дозах) приводит к сниже­
нию белковой продукции дрожжей на 8—19%.
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SOME NOTES CONCERNING THE INFLUENCE OF LOW 
DOSES OF ULTRASONIC WAVES UPON THE CONTENT 

AND DIGESTIBILITY OF YEAST PROTEINS

V. Tohver, A. Kalde

S u m rn a г у

Ultrasonic waves in doses 0.72 — 3.60 kJ/cm' (freq. 880 kHz, 
int. 0.4 — 2.0 W/cm2) revealed only statistically nonsignificant 
effects upon the content and digestibility of proteins of Sacch. 
cerevisiae and C. utilis, the tendency of an increase in digestibi­
lity being, however real if judged by the Kemelrjik-test. The total 
productivity of proteins in yeasts decreases by 8— 19 per cent if 
the above-mentioned doses of UW are applied.



ОПЫТЫ ЭЛЕКТРОФОРЕТИЧЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ 
ДРОЖЖЕВЫХ БЕЛКОВ НА ФОНЕ ВОЗДЕЙСТВИЯ 

УЛЬТРАЗВУКОМ

В. Тохвер, С. Отт, А. Калде

Как известно, электрофорез, представляющий собой транс­
порт коллоидов в электрическом поле, является крайне мяг­
ким методом характеристики белковых макромолекул [1]. В 
настоящее время этот метод широко применяется как в тео­
ретических исследованиях белковой биохимии, так и в прак­
тических целях, в частности, в медицине. При этом главная 
часть появившихся до сих пор работ затрагивает сывороточ­
ные белки. Вместе с ними представляют интерес как те ис­
следования, в которых приводят общую характеристику 
фракционного состава микробных белков, так и те, в которых 
сделана попытка дать диагностику состояния клеток на осно­
ве электрофореза белков. В частности, большое значение име­
ют данные, свидетельствующие об изменениях в качествен­
ном и количественном составе отдельных белковых фракций 
под влиянием различных внешних воздействий [2, 3, 4, 5]. 
Сказанное относится и к влиянию ультразвука (УЗ).

В потоке УЗ-энергии белковые молекулы сыворотки могут 
деполимеризоваться [6, 7], в частности, при молекулярном ве­
се выше 25000 [8]. Возможно разрушение не только вторич­
ной, третичной и четвертичной, но и первичной структуры 
белковых молекул [9]. Это, естественно, сказывается в изме­
нениях электрических свойств белковых фракций [10, 11]. Мо­
жет изменяться и количественное соотношение между отдель­
ными фракциями [12].

В настоящей статье излагаем результаты исследований по 
электрофоретическому изучению белков дрожжей Sacch. сеге- 
i'isiae, Томского штамма 107, с применением УЗ с частотой ко­
лебания 880 кгц в невысоких, т. н. физиологических дозах 
воздействия.
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Методика

Дрожжи выращивались в 5-литровых колбах, которые со­
держали по 3,5 л питательной среды. В качестве последней 
применялась разбавленная водой до 1,2% по содержанию са­
харов меласса, обогащенная СазР04 (1 г/л), (N H ^H PC^ (1 г/л), 
биотином (0,29 мг/л) и пантотеновой кислотой (0,50 мг/л). 
Реакцию среды регулировали на pH 5,0 прибавлением конц. 
серной кислоты. Инкубация продолжалась 24 часа при тем­
пературе 27,5°С. За время инкубации культуры продувались 
стерильным воздухом с интенсивностью 3 объема в минуту 
Дрожжевую массу отделяли центрифугированием, промываль 
и после легкой сушки клетки разруш али в ступке при добав­
лении стеклянного порошка №  10 в соотношении 1 :1 . Из по­
лученного гомогената (микроскопический контроль показывал 
разрушение 90—95% всех клеток) белки экстрагировали в 
0,05-м фосФатном буфере pH 7,38. При данной ионной силе и 
pH уже при однократной операции извлекается 90—94% сум­
марного белка. Как предыдущие операции, так и извлечение 
белков проводили при +2°С. Экстракция продолжалась 12 
часов с взбалтыванием на качалке с интенсивностью 100 ш а­
гов в минуту. Механические примеси (стекло), осколки кле­
точных стенок и другие форменные элементы отцентрифуги- 
ровались, а надосадочный белковый раствор подвергался 
очищению от низкомолекулярных примесей методом диализа 
против указанного буферного раствора.

Электрофорез проводили в аппарате «Elektrophoresegerät 
35» (ф-мы Карл Цейсс, ГДР) по методу т. н. свободного элект­
рофореза по Тизелиусу. Использовали разбавленный до содер­
жания 1,5% белковый раствор. Для разбавления и проведения 
электрофореза в качестве среды использовали тот же буфер, 
который применяли для извлечения белков. Электрический 
режим при электрофорезе — напряжение 165 в, сила тока
6.5 ма. Продолжительность разделения 40 минут. За ходом 
электрофореза можно было наблюдать визуально и фиксиро­
вать фотографически. Всего получено 1260 двойных снимков, 
изображающих кривые градиента по преломлению света, а 
также интерференционные полосы. Анализ снимков проводи­
ли по методике, указанной в заводской инструкции, при­
ложенной к прибору. Простым вычитанием интерференцион­
ных полос между точками пересечения кривых гауссова рас­
пределения устанавливали относительное распределение ана­
лизируемого белка по отдельным фракциям, а подвижность 
изучаемой фракции вычисляли по формуле:
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где u — подвижность в см2/в-сек, S — передвижение фракции 
в см, Е — напряжение в вольтах, 1 — длина электрофоретиче­
ского канала в см и 1 — время в секундах. Измеряли подвиж­
ность наиболее быстро передвигающейся первой (альбумино­
вой) фракции.

Для озвучивания использовали УЗ с частотой колебания 
880 кгц (генератор УТС-1), при условии прямого контакта оз­
вучиваемого раствора или суспензии клеток с датчиком. При­
менялись интенсивности 0,4 и 1,2 вт/см2, Продолжительность 
экспозиции в потоке УЗ — 15 минут. Следовательно, исполь­
зовали общие дозы в 0,36 и 1,08 кдж/см2 соответственно.

Воздействию УЗ подвергали в отдельных опытах как ино- 
кулум дрожжей для выращивания биомассы, так и извлечен­
ный и очищенный белковый раствор непосредственно перед 
электрофорезом.

Повторность отдельных опытов (число опытов по вариан­
там озвучивания) 4— 12-кратна. На основе этих данных вы­
числяли арифметические средние и их погрешности. Уровень 
значимости эффектов УЗ оценивался для данных подвиж­
ности белка по t-тесту, а для данных фракционного состава 
белка — по ' / 2-тесту.

Результаты и обсуждение

Данные о фракционном составе pH 7,38 белков Sacch. cere­
visiae приведены в табл. 1. Стабильно различалось шесть бел­
ковых фракций, которые по многим признакам, приведенным 
Диттмером [1], отвечают альбуминам, а ,- , а 2-, - '{- и 
5 -глобулинам (в порядке убывающей подвижности в элект­
рическом поле). Явно преобладают при этом белки альбумин­
ного типа (около 60% от суммарного белка). Фракции а |-, 
а 2- и jj-глобулинов занимают около 30—32%, а остальные 
фракции лишь 8— 10% от суммарного белка. По фракцион­
ному составу дрожжевые белки, следовательно, не похожи на 
растительные или бактериальные белки. С высоким содержа­
нием фракции альбуминного типа можно связывать, по-види- 
мому, хорошую перевариваемость дрожжевых белков. Высо­
кой является и подвижность этих белков (табл. 2). В неозву­
ченном препарате этот показатель достигает 60 10'6 см2/в-сек.

Что касается влияния УЗ на подвижность белков в элект­
рическом поле, то уровень значимости наблюдаемых эффек­
тов является высоким как при озвучивании инокулума, так 
и при прямом озвучивании препарата белка. При данных ус­
ловиях подвижность белков значительно снижается (табл. 2), 
причем размеры снижения находятся в зависимости от при-



Т а б л и ц а  1

Фракционный состав pH 7,38 белка S. cerevisiae 
и его изменения под влиянием ультразвука

Частота УЗ — 880 кгц

Условия
озвучивания

Число
опы­
тов

Содержание в белке отдельных фракций, % X 2-тест  
(по сравне­

нию с конт­
ролем)Глобулины

Доза УЗ, 
Объект j кдж/см2

!
!

Альбумины л х «2 j ? •»/1 5 Xi'

Уровень 
значи­
мости 

эффекта  
от УЗ, 

%
Неозвученный

контроль
12 59,0 ±  1,71 11,3 ±  1,10 10,3 ±0,84 11,0 ±  0,75 4,9 ±0,67 3,5 ±0,44 — —

Иноку-
лум 0,36 7 49,6 ±3,95 13,5 ±  1,72 16,2 ±2,63 10,0 ±2,06 6,7 ±1,59 4,5 ±1,37 6,54 83

1,08 9 45,9 ±3,94 13,5 ±2,25 14,4 ±1,50 12,3 ±1,86 8,2 ±1,62 5,6 ±1,28 9,49 95
Преп.
белка 0,36 4 61,5 ±1,33 12,5 ±  1,71 8,3 ±0,83 8,6 ±2,40 6,4±0,78 2,8 ±0,99 1,04 10

1,08 4 60,8 ±3,18 14,5 ±  2,30 10,6 ±1,27 8,1 ±2,08 4,1 ±0,67 2,0±0,62 2,31 32

Прим.: х 2-тест проводили с учетом целочисленных мест показателей; число степ. св. во всех случаях — 4

N3-Л



Т а б л и ц а  2

Подвижность дрожжевого белка в электрическом поле 
(альбуминная фракция)

Частота УЗ — 880 кгц

Условия
озвучивания Число j Подвижность

А-фракции,
1 0 6см2/в-сек

Разность от
Уровень
значи­

Объект 'Доза УЗ, 
кдж/см2

опытов
i
i

контроля,
±10'6см2/в-сек

мости 
эф ф ек ­
та, %

1еозвученный
контроль

!

17
60,2 ±1,09 —

Иноку-
лум 0.36 7 50,0 ±  3,76 —10,2±4,85 95

Препа­
рат

1,08 9 41,3±2,01 —18,9±3,10 99,9

белка 0,36 4 53,7 ±2,22 6,5 ±3,31 94
1,08 4 46,7 ±2,75 13,5 ±3,86 99,7

мененной дозы УЗ, будучи большими при более высоких до­
зах указанного фактора (снижение на 10—17% при дозе УЗ
0,36 кдж/см2 и на 22—31% при дозе 1,08 кдж/см2).

В относительном содержании отдельных белковых фрак­
ций под влиянием примененных доз УЗ обнаружены более 
или менее существенные изменения лишь при озвучивании 
инокулума. При озвучивании же извлеченного белка наблю­
даемые незначительные разницы находятся в пределах по­
грешностей. В первом случае бросается в глаза значительное 
снижение относительной доли альбуминов (табл. 1).

Что касается фракционного состава дрожжевых белков в 
суммарном виде, то, судя по данным / 2-теста, под влиянием 
примененных доз УЗ статистически существенные изменения, 
уровень значимости которых превышает предвзятое критиче­
ское 95%, наблюдаются только при озвучивании инокулума 
дозой 1,08 кдж/см2 (табл. 1). В остальных же случаях можно 
говорить лишь о более или менее вероятных тенденциях к из­
менению фракционного состава белков.

Следовательно, в результате прямого воздействия на из­
влеченные белковые препараты небольшими дозами УЗ изме­
няется подвижность отдельный белковых фракций, но не их 
относительное содержание. Это позволяет предполагать, что 
при таких условиях в белковых макромолекулах могут раз­
рушаться связи, обеспечивающие структуру молекул высших 
порядков (т. е. могут происходить изменения конформации 
белковых молекул). В результате этого изменяется (понижа­
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ется) подвижность белковых частиц. Пептидные же связи и 
первичная структура белков под влиянием примененных не­
больших доз УЗ еще не разрушаются. Если бы это случалось, 
то относительная часть более подвижных фракций (т. е. бел­
ков с меньшим молекулярным весом) должна была увеличи­
ваться за счет фракций с большим молекулярным весом. В 
действительности же этого не наблюдали.

Довольно значительные изменения во фракционном составе 
дрожжевых белков при озвучивании инокулума свидетельст­
вуют, по нашему мнению, о влиянии на аппаратуру регули­
рования синтеза белков на фенотипическом уровне вегетатив­
но размножающихся клеток. Возможно и то, что находит 
глее то явление, доказанное Маурером [13] и В}фманном [14] в 
опытах на крысах — под влиянием определенных внешних 
воздействий может иметь место перестройка альбуминов в 
глобулины. Это тем более вероятно, что общее содержание 
(«елков в клетках Sacch. cerevisiae под влиянием применен­
ных в данной работе небольших доз УЗ существенно не сни­
жается, в некоторых случаях даже повышается.

Приведенные в настоящей статье данные находятся в сог­
ласии с нашими прежними высказываниями [15].

Выводы

1. В белках Sacch. cerevisiae обнаружено методом т. н. сво­
бодного электрофореза шесть фракций, среди которых явно 
преобладает первая, наиболее подвижная фракция белков 
альбуминного типа (около 60% от суммарного белка).

2. Под влиянием ультразвука 880 кгц, примененного в до­
зах 0,36 и 1,08 кдж/см2, при воздействии на белковый раствор 
подвижность белков в электрическом поле снижается. Изме­
нений фракционного состава белков при таких условиях не 
отмечено.

3. При воздействии указанных доз ультразвука на живые 
дрожжевые клетки наблюдается снижение относительной 
доли белков альбуминного типа и увеличение части глобули­
нов, вместе с уменьшением их подвижности.

4. Сопоставление полученных данных позволяет считать, 
что под. влиянием небольших доз ультразвука in vitro могут 
произойти изменения конформации белков, а при воздействии 
in vivo следует прежде всего учесть эффекты, осуществляе­
мые через системы регуляции синтеза белков.
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EXPERIMENTS IN ELECTROPHORETIC INVESTIGATION 
OF YEAST PROTEINSAGAINST THE BACKGROUND OF 

ULTRASONIC WAVE ACTION
V Tohver, S. Ott, A. Kalde.

S u m m a r y

In Sacch. cerevisiae six fractions of proteins were found by 
means of free electrophoresis (165 V 6.5 mA, 0.005 M phosphate 
buffer pH 7.38). Among these the most motile first fraction of pro­
teins of the albuminous type absolutely predominates (about 60 per 
hundred of the sum protein). Under the influence of UW 880 kHz 
(0.36 and 1.08 -kJ/cm2), if applied directly in protein solution, the 
electrophoretic motility of the proteins decreases. Changes in the 
fractional composition of the proteins were noticed, however if 
living cells were subjected to the action of UW The authors of 
this paper suppose that under the influence of low UW in vitro 
changes in the conformation of the protein molecules take place 
w ithout any destruction of the primary structure of the proteins. In 
vivo the effect of UW is realized, presumably, through the regula­
tory apparatus of protein synthesis.



ОБ АМИНОКИСЛОТНОМ СОСТАВЕ БЕЛКА И 
МЕТАБОЛИЧЕСКОГО ФОНДА С. utilis НА ФОНЕ 

ВОЗДЕЙСТВИЯ УЛЬТРАЗВУКОМ

В. Тохвер, X. Пыльд, К. Паллон

Изучение аминокислотного состава различных дрожжей 
интенсифицировалось в 40—50-ых годах нашего столе­
тия в связи с внедрением методов хроматографии. Изучается 
прежде всего суммарный аминокислотный состав дрожжевых 
клеток, но в литературе появились и данные, характеризую­
щие состав белка и фонда свободных аминокислот в отдель­
ности. Что касается последних, часто указанных как «экстра­
гируемые АК», то отмечено варьирование их количества в 
зависимости от свойств выращиваемого штамма, состава сре­
ды, физических условий культивации и возраста культуры [1]. 
Наоборот, уже в 1943—1945 годах [2, 3, 4] показано, что ами­
нокислотный состав дрожжевого белка не зависит от условий 
роста. Колебания суммарного состава обнаруживаются, глав­
ным образом, благодаря изменениям в составе метаболиче­
ского фонда [5]. В белке дрожжей найдены все незаменимые 
аминокислоты [6], хотя и не в соотношении, отвечающем АК- 
составу белков высших животных. При этом у пекарских 
дрожжей в суммарном белке преобладают моноаминомоно- 
карбоновые кислоты [7]. Заслуживает внимания высокое 
содержание в дрожжевых белках аминокислоты пролина.

Следует отметить, что до сих пор отсутствуют подробные 
данные об аминокислотном составе кормовых дрожжей 
С. utilis.

Данные о влиянии ультразвука (УЗ) на аминокислотный 
состав дрожжей немногочислены. Некоторыми авторами от­
мечены изменения в содержании аминокислот в суммарном 
белке дрожжей [8, 9], если УЗ использовался при интенсив­
ностях, относящихся по Байеру и Дернеру [10] к числу вы ­
соких значений данного фактора. Приведены и данные, сви­
детельствующие о различных изменениях аминокислот под
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воздействием определенных доз УЗ [И, 12]. В частности отме­
чено, что некоторые аминокислоты (прежде всего цикличе­
ские) под влиянием УЗ показывают склонность к разруш е­
нию [13].

Имеющиеся в литературе данные оправдывают дальней­
шее изучение аминокислотного состава определенных ш там­
мов дрожжей, а также изучение эффекта от воздействия УЗ. 
В настоящей статье мы излагаем результаты по изучению 
аминокислотного состава штамма 14 кормовых дрожжей 
С. uti l is  на фоне воздействия УЗ-ом низких и средних интен­
сивностей, т. е. при условиях, не вызывающих необратимых 
процессов разрушения.

Методика

Дрожжи выращивали на мелассовой среде, разбавленной 
до концентрации 2,5% по содержанию сахаров и обогащенной 
Са-фосфатом и (NH^HPCU в количестве 1 г/л. По литератур­
ным данным такая концентрация является оптимальной для 
роста кормовых дрожжей [14]. Реакцию среды устанавливали 
прибавлением серной кислоты на pH 5,0. Инкубацию прово­
дили при 28° в 5-л колбах с 3 л среды. Во время инкубации 
колбы продувались стерильным воздухом с интенсивностью 
2 объема в мин. Инкубация продолжалась 36 часов, т. е. до 
конца экспоненциальной фазы роста.

В качестве инокулума применяли клеточные суспензии 
С. uti l is в физиологическом растворе, с густотой 1-4-2Х108 
клеток/мл, в количестве 50 мл на колбу В данной суспензии 
проводили и озвучивание клеток УЗ-ом, применяя для этого 
УЗ с частотой 880 кгц при интенсивностях 0,4, 1,2 и 2,0 вт/см2 
в условиях непосредственного контакта с датчиком (генера­
тор — УТС-1). Так как время воздействия фактором во всех 
случаях было 30 мин., то общие примененные дозы УЗ были 
соответственно 0,72 2,16 и 3,60 кдж/см2 Параллельно с озву­
ченными клеточными суспензиями применяли и неозвучен­
ный инокулум, служащий в качестве контроля.

Повторность всех вариантов была пятикратна.
Выращенную клеточную массу выделяли из среды центри­

фугированием (3000,Xg). Клетки промывали физиологическим 
раствором и водой и высушивали в вакууме при 37° за IV2 

часа. Сухую массу разрушали в мельнице, промывали диэти- 
ловым эфиром и дополнительно разрушали в ступке в при­
сутствии стеклянного порошка. Белки экстрагировали в
0,05М фосфатном буфере pH 7, 38. Как показало определение
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белков (по Лоури и по определению азота), при данных усло­
виях извлекается около 95% суммарного белка дрожжей.

Остатки клеточных фрагментов отделяли центрифугиро­
ванием (6000 Xg). Супернатант диализовали в течение 4 часов 
против вышеуказанного буферного раствора. Определяли 
объем диализата и концентрацию белка по Лоури [15]. По об­
щепризнанной методике [16] проводили как кислотный, так и 
щелочной гидролиз (последний — для определения трипто­
фана и проверки результатов кислотного гидролиза по опре­
делению цистеина, тирозина, треонина и серина) для хрома­
тографического определения аминокислот.

Несвязанные в белках «свободные» аминокислоты извле­
кали. из разрушенной клеточной массы 82%-ным этанолом. 
Белки осаждали из полученного раствора 10%-ным раство­
ром уксуснокислого свинца. Осадок отделяли в центрифуге, а 
избыток свинца в супернатанте последующим центрифугиро­
ванием после осаждения насыщенным раствором углекислого 
аммония.

Как белковые, так и свободные аминокислоты определяли 
количественно хроматографически на бумаге Ватман №  3 мм. 
Соблюдалась методика, описанная Т. С. Пасхиной (17). Раз­
личие состоит лишь в том, что растворители пропускали не 
три, а четыре раза ( I : н-бутанол-98% уксусная кислота-дист. 
вода в объемных отношениях 8 :3 :1 ,  II : растворитель, сос­
тоящий из таких же компонентов в отношениях 4:1:5, 
III : снова первый растворитель; IV : н бутанол — муравьи­
ная кислота — диет, вода в отношениях 75 : 15: 15).

Все полученные данные выражали в микромолях на 1 г 
сухого вещества клеточной массы (молярные единицы позво­
ляют количества отдельных аминокислот в составе белка 
сравнивать лучше, чем весовые единицы).

Для оценки эффектов от воздействия УЗ на аминокислот­
ный состав белка или метаболического фонда применялся X2- 
тест. Корреляционный анализ для установления согласия 
между аминокислотными составами белка и метаболического 
фонда проводился по Бэйли (18). Для сравнения степени кор­
реляции между указанными показателями в неозвученном 
контроле и в озвученных вариантах переходили от значений 
г на z и оценивали достоверность разниц по значениям z (по 
1-таблице), учитывая, что

При статистической обработке экспериментальных данных 
применяли таблицы Фишера и Йейтса [19].
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Результаты и обсуждение

Полученные экспериментальные данные приведены в таб­
лицах 1 и 2.

Что касается аминокислотного состава pH 7,38 белка С. u t i ­
lis, то нам удалось определить содержание 15 аминокислот. 
Содержание в белке аминокислоты пролина (а также в сос­
таве метаболического фонда) количественно не приводится, 
так как по примененной методике проявления нингидри- 
ном она не пригодна для количественного определения 
[20]. Можно только отметить, что пролин, по приблизи­
тельной визуальной оценке, в белках кормовых дрожжей 
С. utilis представлен довольно богато.

Т а б л и ц а  1

Содержание аминокислот в белке

(в мкМ на 1 г сухого вещества клетки)

Средняя погрешность данных ±10%

Дозы УЗ, кдж/см2

Аминокислоты

Контроль
(неозву-
ченый)

0,72 2,16 3,60

Глицин 56 53 53 50
Аланин 159 153 156 150
Серин 79 68 80 33
Валин 112 110 120 95
Треонин 61 72 61 69
Цистеин 16 18 17 12
Лейцин 220 210 220 220
Лизин 51 51 46 26
Аргинин 110 102 108 122
Аспарагиновая к-та 76 80 100 95
Глютаминовая к-та 39 25 50 41
Фенилаланин 77 60 30 73
Тирозин 14 15 18 16
Гистидин 84 79 84 78
Триптофан 3 2 2 1
Пролин + +  + + ч —Ь +  +  + +  +  +
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Т аб л и ц a 2

Содержание свободных аминокислот в клетках 
С. utilis

(в мкМ на 1 г сухого вещества клетки)

Средняя погрешность данных ±10%

Дозы УЗ, кдж /см2! ' 1 1
! Контроль I
, (неозву- ! 0,72 2,16 I 3,60

ченый)
Аминокислоты ! 1 ;

Глицин 7 9 И 11
Аланин 39 35 31 31
Серин 9 6 6 4
Валин 16 15 11 15
Треонин 7 9 10 11
Цистеин 4 1 2 3
Лейцин 28 24 21 17
Лизин ,8 8 10 12
Аргинин 14 16 10 8
Аспарагиновая к-та 8 7 7 4
Аспарагин 2 2 1 0
Глютаминовая к-та 3 2 2 7
Глютамин 2 2 0 4
Фенилаланин 6 7 6 3
Тирозин 4 4 8 5
Гистидин 10 9 9 6
Триптофан 2 1 2 5
Пролин + + + + -н+ + -Г

При математической обработке не учитывали и по к аз а т
содержания триптофана , так как эти показатели получали
методике, отличающейся от методики определения других 
аминокислот, т. е. не на одних и тех же листах хроматогра­
фической бумаги (щелочной гидролиз вместо кислотного).

Среди определяемых аминокислот, характеризующих сос­
тав белка, явно преобладают моноаминомонокарбоновые али­
фатические кислоты. Их 705 мкМ/r против 161 мкМ/r диамино- 
монокарбоновых, 136 мкМ/r моноаминодикарбоновых и 178 
мкМ/r циклических кислот. В частности, следует отметить 
высокое содержание в дрожжевых белках аланина, лейцина и 
валина, а также аргинина.

Привлекает внимание соответствие относительного содер­
жания отдельных аминокислот и их групп в белке и в мета­
болическом фонде, видное при сравнении данных, приведен­
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ных в табл. 1 и 2. Для количественной оценки такой связи 
нами применен, как уже указано, корреляционный анализ, 
результаты которого изложены в табл. 3. В анализ не входили 
при этом аминокислоты, играющие первостепенную роль по­
средника в процессах переаминирования (аспарагиновая и 
глютаминовая кислоты и их амиды, аланин) или в С i-обмене 
(метионин), а также глицин как аминокислота, выполняющая 
в метаболизме клетки очень многогранную роль и явля­
ющаяся исходным веществом для синтеза различных соеди­
нений (пуринов, глюкозы, глютатиона, гема, формиата для 
Ci-обмена и др.). При корреляционном анализе учтено содер­
жание в белках и в метаболическом фонде серина, валина, 
треонина, цистеина, лейцина, лизина, аргинина, фенилала­
нина, тирозина и гистидина, т. е. 10 аминокислот, преоблада­
ющим путем в метаболической судьбе которых является 
включение их в состав белков. Вычисление корреляционного 
коэффициента проводили на основе данных отдельных опре­
делений, т. е. в учет принято всего 10X5 =  50 пар параллель­
ных определений аминокислот в белке и в метаболическом 
фонде. Результаты анализа свидетельствуют о высоком зна­
чении корреляции между обоими рядами показателей, следо­
вательно, и о соответствии относительного содержания дан­
ных аминокислот в белке и в метаболическом фонде. На этой 
основе можно заключить, что в экспоненциальной фазе роста 
аминокислоты, преимущественной ролью которых является 
роль предшественников белка, синтезируются в дрожжевых 
клетках в отношениях, соответствующих составу синтезиру­
емых белков. Такой вывод является дополнительным доказа­
тельством в пользу положения о координированности и сог­
ласованности клеточных биохимических процессов. Нормаль­
ная здоровая клетка излишнего не синтезирует. При повреж­
дениях же клеток картина может изменяться и согласован­
ность между отдельными процессами значительно ослабля­
ется. Такие повреждения обнаружены и в результате воздей­
ствия на дрожжевые клетки УЗ-ом, начиная с определенных 
интенсивностей. В наших опытах при дозах УЗ 0,72 и 2,16 
кдж/см2 корреляция между аминокислотными составами бел­
ка и метаболического фонда не претерпевала статистически 
существенных изменений (табл. 3). В результате же озвучи­
вания дозой 3,60 кдж/см2, при интенсивности 2,0 вт/см2 кор­
реляция между этими показателями ослаблялась уже совер­
шенно достоверно. Следует отметить, что при такой дозе от­
рицательное воздействие УЗ проявляется и по различным 
другим показателям, в частности по показателям роста и био­
синтеза клеточной массы (см. стр. 8 в настоящем сборнике). 
Потеря согласованности биохимически связанных процессов
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является, по нашему мнению, основой для физиологической 
поврежденности.

Т а б л и ц а  3

Результаты статистической обработки экспериментальных
данных

Дозы УЗ, кдж/см2

Показатели

Конт­
роль

(неозву-
ченый)

0,72 2,16 3,60

Результаты К2-теста по эффектам от воздействия УЗ

Аа. Влияние УЗ на аминокис­
лотный состав белка

1. Число степеней свободы, п — 10 10 10
2. Значение X.2 эксп. — 0,70 0,52 0,74
3. Критич. х 2 р = 0,05, п’ =  10 — 18,3 18,3 18,3

Аб. Влияние УЗ на состав фонда 
свободных аминокислот

1. Число степеней свободы, п’ — 11 И И
2. Значение X2 эксп. — 2,51 10,09 27,49
3. Критич. х 2 р =  0,05, п’ =  11 — 19,7 19,7 19,7

Корреляция между АК-составами белка и метаболического фонда
1. Число степеней свободы, п 48 4,3 48 48
2. Значение г 0,80 0,77 0,69 0,56
3. Уровень значимости г,% »99,9 »99,9 »99,9 »99,9
4. Значение z 1,10 1,02 0,85 0,63
5. Значение dz (по контролю) — 0,08 0,25 0,47
6. Значение mdz — ±0,161 ±0,161 ±0,161
7. Уровень значимости dz ,% — <50 *= 85 99,9

Результаты / 2-теста по составу белка с учетом всех ана­
лизированных аминокислот показывают, что в границах при­
мененных интенсивностей и общих доз УЗ не приводит к из­
менениям аминокислотного состава дрожжевых белков, т. е. 
генотип популяции уловимо не изменяется под влиянием низ­
ких и средних интенсивностей УЗ. По современным пред­
ставлениям это значит, что генетическая информация, заклю­
ченная в ДНК, остается незатронутой. Такой вывод подтвер­
ждается данными о легкой обратимости отмеченных эффек­
тов от воздействия УЗ (см.стр. 10 и 14 в настоящем сборнике).
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То обстоятельство, что под воздействием дозы УЗ 3,60 
кдж/см2 происходят статистически существенные изменения 
в аминокислотном составе метаболического фонда, означает, 
по нашему мнению, что такая доза может вызвать некие рас­
стройства в системах количественного регулирования синтеза 
отдельных аминокислот, т. е. в системах реализации наслед­
ственной информации.

Выводы

1. Выявлена высокая корреляция между содержанием де­
сяти аминокислот, преобладающе выполняющих в микробной 
клетке роль прямых предшественников белка, в составе сум­
марных белков дрожжей С. uti l is  и в  свободном виде в мета­
болическом фонде этих же дрожжей.

2. Корреляция между аминокислотными составами белка 
и метаболического фонда С. uti l is  значительно ослабляется в 
результате воздействия ультразвуком в дозе 3,60 кдж/'см2 
Более низкие дозы не оказывали существенного влияния на 
эту корреляцию.

3. Ультразвук с частотой 880 кгц в пределах интенсивно­
стей 0,4—2,0 вт/см2 неспособен к изменению аминокислотного 
состава суммарного белка С. utilis.
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ON THE AMINO ACID COMPOSITION OF PROTEINS AND 
METABOLIC FUND OF C. UTILIS AGAINST THE  
BACKGROUND OF ULTRASONIC WAVE ACTION

V. Tohver, H. Põld, К. Pallon

S u m m a r y

The relative amino acid composition of the proteins and metabo­
lic pool was investigated in the cells of C. utilis.  If only those 
amino acids the main metabolic fate of which is to be incorpora­
ted into proteins were taken into account, a high-level correlation 
was ascertained between their relative content in the sum protein, 
and in the metabolic fund of the cells. The correlation rate, howe­
ver, decreases if ultrasonic waves 880 kHz (2.0 W/cm2 of intensity) 
are applied in general doses of 3.6 kJ/cm2 the decrease being a re­
sult of the changes in the composition of the metabolic fund. 
Lower doses of UW did not reveal any substantial influence upon 
the correlation between the indicators under investigation. None 
of the applied intensities (0.4 +  2.0 W/cm2 was able to evoke sta­
tistically authentic changes in the amino acid composition of the 
proteins.



О РЕАКЦИОННОСПОСОБНОСТИ НЕКОТОРЫХ 
ГИДРОЛАЗ ДРОЖЖЕЙ С ИХ СУБСТРАТАМИ

JI. Вийлеберг, М. Элламаа, Л. Острат, П. Рятсеп

Ультрафиолетовые лучи (УФ) и ультразвук (УЗ), в зави­
симости от их дозы, вызывают в живой клетке морфофизио­
логические изменения.

В связи с тем, что УФ и УЗ оказывают общее действие на 
белки [1, 2, 3, 4, 5], вполне понятно и их влияние на энзимы, 
среди них и на сахаридгидролазы, имеющие большое значе­
ние как в живых клетках дрожжей, так и в основывающихся 
на культивировании дрожжей отраслях промышленности 
(производство пекарских и кормовых дрожжей). Если речь 
идет об энзимах, то влияние УФ и УЗ исследовалось, в основ­
ном, с точки зрения изменения активности [3, 6, 7, 8].

Понятно, что показатели активности не позволяют судить
о том, до какой остаточной концентрации субстрата реакция 
может дойти. Поэтому, по нашему мнению, в некоторых слу­
чаях надо выяснять кроме активности и то, что можно обоз­
начать терминами «остаточная» или же «пороговая» концент- 
оация. Следует подчеркнуть, что такое понятие не связано с 
понятием активности энзима, последнее официально принято 
и в СССР (19). Под термином «остаточная концентрация» под­
разумевают ту концентрацию субстрата, при которой приос­
танавливается энзиматическое разложение субстрата. Значе­
ние этой концентрации характеризует сродство энзима с суб­
стратом (в данном случае сахарозы и мальтозы). С ним свя­
зывается много практически важных моментов, в первую 
очередь вопрос о возможно более полном использовании пи­
тательных веществ.

Исходя из вышеизложенного, нами изучено изменение 
«реакционноспособности» («сродство с субстратом») а-глюко- 
зидазы (ЭК.3.2.1.20) и ß -фруктофуранозидазы (ЭК.3.2.1:26) 
(мальтозы и сахарозы) S. cerevisiae  и C. util is  под влиянием 
физиологических, не вызывающих летального эффекта доз 
ультразвука и ультрафиолетовых лучей.
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Методика
В настоящей статье рассматривается влияние УФ на срод­

ство с субстратом (сахарозой) -фруктофуранозидазы пекар­
ских дрожжей 5. cerevisiae (штамм Томский 107) и влияние 
УЗ на сродство с субстратом (с мальтозой) я -глюкозидазы 
кормовых дрожжей С. util is  (штамм 4). Подопытные куль­
туры в.ыращивали на мелассовой среде, причем мелассу раз­
бавляли в случае пекарских дрожжей водой до 1,2% содер­
жания сахаров, а в случае кормовых дрожжей — до 2,5% 
содержания сахаров. К разбавленной мелассе прибавляли на
1 литр 1 г фосфата кальция и 1 г фосфата аммония. Культуры 
выращивали в условиях продувания (2 объема в минуту) в 
течение суток при температуре 28°С.

Интактные клетки выделяли из питательной среды цент­
рифугированием (2500g) и сушили в вакуум-ш кафу при 30°С. 
Брали по 1 г сухой массы и измельчали в ступке (20 мин.) 
стеклянным песком №  10. Из измельченной массы Ь-фрук- 
тофуранозидазу экстрагировали ацетатным буфером (pH 4, 5; 
0.5 М), а а-глюкозидазу — фосфатным буфером 6, 8; 0,05 М) в 
течение двух часов при температуре от 0 до +2°С. Предвари­
тельные опыты показывали, что практически вся ,5-фрукто- 
фуранозидазная и -глюкозидазная активность, переходит в 
этот экстракт, который может рассматриваться как неочи­
щенный сырой препарат данных энзимов.

Из экстракта центрофугированием выделили остатки кле­
точных стенок и другие форменные элементы (5000g). Полу­
ченный супернатант разделяли на разные части, на которые 
воздействовали различными дозами (варианты) УФ или УЗ.

В качестве источника ультрафиолетовых лучей использо­
вали лампу ПРК-74 (248—577 нм), суммарная мощность кото­
рой 1000 вт/см2 и которая при экспозиции находилась от объек­
та на расстоянии 30 см (действующая мощность 5 вт/см2). По 
Франку [9] и по Данцигу [10] подопытный объект остается 
при этом расстоянии в зоне, которая не влечет за собой суще­
ственного поглощения активности в воздухе. Исходящее от 
лампы излучение пропускали через световой фильтр, пропу- 
скаемость которого в спектре 136—400 нм. Следовательно, в 
опыте воздействовали на сырые препараты УФ-излучением, 
спектр которого был равен 248—400 нм, с максимумом при 
365 нм, по данным характеристики лампы.

Для воздействия УЗ-ом использовали генераторы, которые 
дают УЗ с частотой 880 и 2950 кгц (УТС-1 и УТП-3). Фактор 
применялся при условии непосредственного контакта с дат­
чиком.

Использованные в опытах дозы УФ и УЗ приводятся в 
таблице 1.
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Т а б л и ц а  1
Использованные для воздействия в опытах дозы УФ и УЗ 

(в опыте использовался также контрольный вариант, т. е. вариант
без воздействия)

Продолжи­
тельность 
воздейст­
вия, мин.

УФ

Доза
кдж /см 2

Частота
К ГЦ

Интенсив­
ность
вт/см2

!

У З

Продолжи- ! 
тельность 
воздейст­

вия в ; 
! мин.

Доза
кдж /см 2

‘/з од 880 0,4 30 0,72
5 1,5 1,2 30 2,16

30 9,0 2,0 30 3,60
2950 0,4 30 0,72

1,2 30 2,16
3,0 60 10,80

Определение остаточной концентрации проводили в 
21,8 мМ растворе сахарозы ( ^-фруктофуранозидаза) или 
в 35,0 мМ растворе мальтозы ( а-глюкозидаза) с прибавлением 
указанного супернатанта («сырого препарата энзимов») в 
количестве 3 мл. Экспозиция продолжалась от 10 минут до 
3-х часов при температуре 29°С. Через каждые десять минут 
определяли оставшуюся в среде сахарозу или мальтозу, а 
также образовавшиеся монозы по методу Бертрана. На осно­
вании полученных данных составляли кинетические кривые, 
по которым определяли высоту плато и время его наступ­
ления, т. е. находили концентрацию (мМ) субстрата, при ко­
торой дальнейший процесс останавливается.

Повторность опытов — 6-кратна. На основании опытов 
находили среднее арифметическое и вычисляли его ошибку.

Результаты опытов
Результаты опытов, отражающие влияние УФ на сродство 

с субстратом сырого препарата р-фруктофуранозидазы S. ce­
revisiae  в отношении сахарозы, приводятся в таблице 2.

Т а б л и ц а  2
Влияние УФ (248—400 нм) на свойства ,з -фруктофуранозидазы

S. cerevisiae (концентрации сахарозы, при которых прекращается 
энзиматический распад, мМ)

Объект опыта Доза УФ, 
кдж/см2

Остаточная концентра­
ция сахарозы, мМ

Sacch. cerevisiae 
неочищенный 
сырой препарат 
,з -фруктофуранозидазы

Контроль
0,1
1,5
9,0

15,9 ±  0,10 
17,3± 0,21 
17,7 ±  0,14 
17,9±0,22
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Полученные данные показывают, что при воздействии до­
зами УФ в 0,1, 1,5 и 9,0 кдж/см2 на препарат ^-фруктофура- 
нозидазы остаточная концентрация- сахарозы наблюдается 
между 17,3— 17,9 мМ, в то время как у контрольного варианта 
остаточная концентрация — 15,9 мМ. В зависимости от дозы 
УФ остаточная концентрация сахарозы остается, следователь­
но, на 1,4 (8%) до 2,0 мМ (11%) выше, чем у контрольного 
варианта.

Приведенные данные означают, что неочищенный сырой 
препарат 'З-фруктофуранозидазы под воздействием УФ пре­
кращает свою деятельность при более высокой концентрации 
субстрата, чем такой же энзим без воздействия УФ.

Следовательно, УФ оказывает влияние на энзим как бел­
ковую структуру настолько, что в результате этого его афин- 
ность в отношении субстрата снижается. Такой вывод нахо­
дится в согласии с данными Кофмана [2], который указывает, 
что УФ может обусловливать денатурацию белковой моле­
кулы (т. е. разрушение х-спирали) и фотолиз, вследствие ко­
торого разрушаются даже пептидные связи в молекуле белка.

Интересно отметить, что Горбунова (с сотрудниками) [13] 
утверждает, что частичная «денатурация» (изменение кон­
формации белка) белков живой клетки является биологиче­
ски «оправданной», так как некоторые энзимы проявляют по­
вышенную активность как раз после воздействия поврежда­
ющими факторами. При воздействии УФ на изолированные 
энзимы, однако, никогда не наблюдается активизации их дея­
тельности [11, 12].

Результаты опытов, позволяющие оценить влияние УЗ на 
сродство с субстратом я-глюкозидазы кормовых дрожжей 
С. utilis (штамм 4) в отношении мальтозы, приводятся в 
табл. 3.

Влияние УЗ на свойства ж-глюкозидазы С. utilis 

(концентрации мальтозы, при которых прекращается энзиматический
распад, мМ)

Т а б л и ц а  3

Доза УЗ в 
кдж/см2

Остаточная концентрация 
сахарозы в мМ

Объект опыта

880 кгц 2950 кгц

С. utilis 
неочищенный 
сырой препарат 
я-глюкозидазы

Контроль
0,72
2,16
3,60

25.2 ±0,15
26.2 ±  0,11 
26,7 ±0,21 
27,3 ±  0,09

25,2 ±0,15 
26,0 ±0,13 
26,5 ±  0,12

10,8 26,9 ±  ОД 7
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В связи с тем, что эффекты от применения УЗ сравни­
тельно незначительны (3—13% по сравнению с контролем), 
то при обсуждении результатов воздействия УЗ можно гово­
рить только о направлении изменений, количественная оцен­
ка их имеет меньшее значение.

Полученные данные показывают, что все использованные 
дозы (0,72, 2,16, 3,6 и 10,80 кдж/см2) ультразвука с частотой 
880 и 2950 кгц более или менее изменяют сродство с субстра­
том а-глюкозидазы в отношении мальтозы. При воздействии 
на энзим указанными дозами УЗ остаточная концентрация 
мальтозы оставалась в пределах от 26,0 до 27,2 мМ, в то вре­
мя как у энзима без воздействия ультразвука остаточная 
концентрация мальтозы — 25,2 мМ. При воздействии на эн­
зим УЗ с более низкой частотой (880 кгц) остаточная концент­
рация мальтозы в зависимости от дозы оставалась на 1,0— 
2,1 мМ выше, чем у контрольного варианта. При воздействии 
на энзим УЗ с более высокой частотой (2950 кгц) остаточная 
концентрация мальтозы в зависимости от дозы оставалась на 
0.8—1,7 мМ выше, чем у контрольного варианта.

Следовательно, использованный в опытах с более высокой 
частотой УЗ оказывает приблизительно такое же действие, 
как УЗ с более низкой частотой.

Чем выше была в опытах доза УЗ, тем выше была и оста­
точная концентрация мальтозы, при которой деятельность 
энзима останавливается. Следовательно, с повышением дозы 
УЗ снижается афинность неочищенного сырого препарата -з 
глюкозидазы в отношении субстрата.

Из опытов выявляется, что УЗ обусловливает изменения в 
свойствах исследуемого энзима, обусловленные, по нашему 
мнению, конформационными изменениями белка.

Многие авторы [3, 4, 16, 17] утверждают также, что УЗ 
может вызывать распадение аминокислот и белков, деполи­
меризацию нуклеиновых кислот, инактивацию энзимов, рас­
щепление пуриновых соединений и других биологически ак­
тивных веществ.

В литературе встречаются данные относительно того, что 
под воздействием УЗ в пространственной структуре белков и 
нуклеиновых кислот могут возникнуть обратимые изменения, 
которые могут привести к активации жизнедеятельности 
микробов [14, 15].

В приведенных опытах ни одна доза УЗ при выш еуказан­
ной частоте (880 и 2950 кгц) не вызывает повышения реак- 
ционноспособности неочищенного сырого препарата эс-глюко- 
зидазы кормовых дрожжей в отношении мальтозы.

Подводя итог результатам опыта можно утверждать:
1) Испытанные дозы УФ 248—400 нм (0,1, 1,5 и 9,0 кдж/см2),
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а также испытанные дозы УЗ 880 и 2950 кгц (0,72, 2,16, 3,60 
и 10,8 кдж/см2) снижают сродство (афинность) выделенных из 
S. cerevisiae  и С. util is я-глюкозидазы и ,Ь-фруктофуранози- 
дазы в отношении их субстратов (мальтоза, сахароза). В за­
висимости от дозы примененного фактора, реакционноспособ- 
ность энзимов снижается на 10—13% в облученных УФ-ом 
вариантах и на 3—8% в озвученных УЗ-ом вариантах.
2) УЗ с частотой 880 кгц оказывает при всех дозах более 
сильное действие на сродство с субстратом неочищенного сы­
рого препарата з с - г л ю к о з и д а з ы  кормовых дрожжей в отно­
шении мальтозы (остаточная концентрация мальтозы повы­
шается на 1,0—2,1 мМ), чем УЗ с частотой 2950 кгц (оста­
точная концентрация мальтозы повышается на 0,8— 1,7 мМ).
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THE REACTION ABILITY OF YEAST HYDROLASES WITH 
THEIR SUBSTRATES

L. Viileberg, M. Ellamaa, L. Ostrat, P. Rätsep.

The results show that ultra-violet radiaton (248—400 mm) and 
ultrasonics (880 and 2950 kHz) in doses 0.1 to 10.8 kJ/cm2 decrease 
the ability of ß-fruktofuranosidase and a-glycosidase to react with 
their substrates (sucrose and maltose). This causes relatively high 
rest concentrations of these sugars in ensymatic reation mixture 
after the end of the reaction.



ВЛИЯНИЕ У Л Ь ТР А ЗВ УК А  НА СИНТЕТИЧЕСКУЮ  
СПОСОБНОСТЬ ЭРГОСТЕРОЛА И ТИАМИНА ДРО ЖЖ ЕЙ

JI. Вийлеберг

Дрожжи отличаются высоким содержанием витаминов. В 
них содержатся тиамин, пантотеновая кислота, биотин, п-ами- 
нобензойная кислота, инозитол, пиридоксин, рибофлавин, ви­
тамин Вт, эргостерол (провитамин витамина Д2) и др. Особен­
но высоким содержанием витаминов отличаются пекарские 
дрожжи — Saccharomyces  cerevisiae  [1, 2, 3]. По данным Яната 
(4) содержание эргостерола в дрожжах колеблется от 0,1 до 
0,7%, а содержание тиамина — от 0,2 до 0,8 мг на 1 г сухого 
вещества. Количество содержания витаминов зависит как от 
Еида дрожжей, так и от условий их культивирования [3, 5]. 
Эргостерол и тиамин содержатся в большом количестве в 
пивных дрожжах, из которых они и добываются.

В литературе находим указания, что ультразвук является 
тем физическим фактором, под действием которого в дрож­
жевых грибках происходит повышение содержания эргосте­
рола [6, 7]. По Мейсселю и др. [6] содержание стеролов в са­
харомицетах повышается при 45-минутном озвучании сус­
пензии (частота 740 кгц, мощность 10 W /cm2) на 30—60%.

Учитывая вышесказанное, интересно было исследовать 
влияние низких доз ультразвука на синтетическую способ­
ность эргостерола и тиамина пекарских и кормовых дрожжей.

Эргостерол или циклопентанопергидрофенантрен является 
провитамином витамина Д2, из которого под влиянием ульт­
рафиолетовых лучей образуется витамин, который называ­
ется еще и кальциферолом. Витамин Д2 регулирует в организ­
ме и фосфорный обмен веществ, воздействует на окислитель­
ные процессы, принимает участие в обмене веществ сахари­
дов и белков, а также оказывает влияние на активность неко­
торых фосфотаз.

Витамин Bi или тиамин встречается в дрожжах как в сво­
бодной, так и в связанной форме. В дрожжах связанный тиа­
мин встречается в виде сложного эфира пирофосфорной кис­
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лоты в составе энзимов, которые катализируют декарбокси- 
лирование кетокислот [8]. При недостатке тиамина синтез 
тиаминпирофосфорной кислоты замедляется, вследствие чего 
повышается содержание пировиноградной и других а-кето­
кислот — возникает нарушение в углеводном обмене веществ.

Содержание исследуемых витаминов в пекарских дрож­
жах значительно выше, чем в кормовых дрожжах.

Методика опытов

Подопытными объектами были дрожжи Saccharomyces  ce­
revisiae  и Candida utilis. Опыты проводили с дозами ультра­
звука 0,72, 2,16 и 3,6 кдж/см2 при частоте 880 кгц. Указанны­
ми дозами ультразвука воздействовали в течение 30 минут на 
суточную суспензию (плотность 2,6—8,ЗХ106 клеток мл), ко­
торую использовали в качестве инокулума. Культивирование 
обоих видов дрожжей проводили на мелассовой среде, в кото­
рой в случае пекарских дрожжей сахаридов содержалось 
1,5%, а в случае кормовых дрожжей — 2,5%. Два литра сре­
ды инокулировали 30-мл-ами подвергшейся воздействию 
ультразвука суспензией дрожжей. При воздействии датчик 
генератора ультразвука вводили в суспензию. Инокуляцию 
культуры, которая подвергалась аэрированию, проводили в 
течение 24 часов при 27°С.

Дрожжевую массу отделяли центрофугированием и высу­
шивали в вакуум-ш кафу при 30°С. Для определения каждого 
витамина брали 1 г дрожжевой массы и измельчали в ступке 
в течение 20 минут с помощью стеклянного песка.

Определение эргостерола. Измельченную дрожжевую массу 
омыляли 20%-ным раствором едкого калия. Омыленную мас­
су обрабатывали трижды эфиром (по 30 мл). Эфирный экст­
ракт промывали дестиллированной водой до появления нейт­
ральной реакции и высушивали обезвоженным сернокислым 
натрием. Затем эфирный экстракт дестиллировали в токе СОг, 
Остаток дестилляции растворяли в дихлорэтане (15 мл), к ко­
торому прибавляли раствор $ЬС15-дихлорэнтана (0,15 мл) и 
по цветной реакции определяли фотометром ФМ-56 содержа­
ние эргостерола. При фотометрировании использовали фильт­
ры М-43 и М-53. Содержание эргостерола устанавливали с 
помощью калибровочной кривой, составленной на основе се­
рии стандартных растворов кальциферола.

Определение тиамина проводили по методу Елисеевой |9]. 
Определяли как общее содержание тиамина, так и содержа­
ние свободного тиамина, на основе которого вычисляли содер­
жание связанного тиамина. Входящий в состав кокарбокси- 
лазы  тиамин выделяли с помощью трипсина (кристалличе­
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ский, порошок). Основная цель определения заключается в 
том, что под влиянием красной кровяной соли тиамин в щ е­
лочной среде окисляется в тиохром, который после выделения 
его из реакционной смеси изобутиловым спиртом в УФ-свете 
флуоресцирует голубым цветом. Интенсивность флуоресцен­
ции, которая пропорциональна концентрации флуоресциру­
ющего вещества, измеряли электрофлуорометром ЭФ-ЗМ. 
Определения проводили фильтром Bi (320—390 нм). В каче­
стве стандартного раствора использовали раствор тиамина с 
концентрацией 1 мкг/мл.

Опыты проводили в 6 повторностях.
На основании опытов находили арифметическое среднее и 

вычисляли его ошибки.

Результаты опытов

Результаты опытов, отражающие влияние ультразвука на 
синтетическую способность эргостерола и тиамина S- cerev i ­
siae и С. ut i l i s , проводятся в таблицах 1 и 2.

Полученные данные результатов опытов показывают, что 
содержание эргостерола у пекарских дрожжей без воздейст­
вия ультразвуком в три раза выше, чем у кормовых дрож­
жей (табл. 1). При воздействии на инокулум дозами ультра-

Т а 6 л и ц а 1

Влияние ультразвука на содержание эргостерола
Saccharomyces cerevisiae и Candida utilis

Объект опыта

Содержание эргостерола в мкг-ах на 1 г 
сухого вещества

Контроль 0,72 кдж/см2 2,16 кдж/см2 3,60 кдж/см

S. cerevisiae 1019±36Д 808±11,4 550±18,0 425±  14,1
C. utilis 378±  7,2 290 ±  6,4 216 ±14,2 197 ±  3,3

звука 0,72; 2,16 и 3,60 кдж/см2 содержание эргостерола в 
клетках суточной культуры S- cerevisiae  снижается от 20,8 до 
58,4%. Причем при повышении дозы ультразвука содержа­
ние эргостерола снижается: так, в клетках варианта, на кото­
рый воздействовали наиболее высокой дозой (3,60 кдж/см2), 
содержание эргостерола составляет лишь 41,6% по сравнению 
с контролем (без воздействия).

В клетках суточной культуры кормовых дрожжей Candida
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U lо

Объект опыта

S. cerevisiae 

C. utilis

Т а б л и ц а  2

Влияние ультразвука на содержание тиамина
Saccharomyces cerevisiae и Candida utilis

К О Н Т Р О Л Ь

Содержание тиамина в мкг-ax на 1 $ сухого вещества

0,72 кдж'см-’ I 2,16 кдж /см2 ! 3,60 кдж /см2

общий связанный ! общий связанный общий связанны): , общии связанный

791.4±4,9 423,7 ±3/3 461,7± 1.8 152,6± 1,5 422,8±1,7 114^3± 1,5 415,8±9,7 46,2±1,5 

376,4 ±11.6 166̂ 9 ±6,9 336,4 ±6.4 83,7 ±3,4 284,7 ±8,9 73,6 ±3,7 226.4 ±8,3 69,4 ±1,6



v. t ilis содержание эргостерола при обработке (инокулум) вы­
шеуказанными дозами ультразвука снижается от 23,3 до 
47,9%. На основании данных результатов опыта выявилось, 
что чем выше были при воздействии на инокулум дозы 
ультразвука, тем ниже было в клетках суточной культуры 
содержание эргостерола.

Таким образом, использованные в опытах дозы, которые 
относятся к числу используемых в биологии слабых доз, по­
давляют синтетическую способность эргостерола как у пекар­
ских, таю и у кормовых дрожжей.

Содержание тиамина (791 мкг/г) у невоздействованных 
ультразвуком пекарских дрожжей, по сравнению с его содер­
жанием (376 мкг/г) у кормовых дрожжей, повышается больше 
чем на половину (табл. 2). Соотношение содержания связан­
ного тиамина к свободному тиамину у пекарских дрожжей 
составляет. 1:0,9, а у кормовых дрожжей — 1:1,3. В данных 
опытах определяли содержание тиамина в сухом материале, 
вследствие, чего содержание свободного тиамина сравнительно 
высокое; а содержание связанного тиамина — ниже нормаль­
ного. При высушивании часть связанного тиамина освобож­
дается.

Содержание тиамина в клетках суточной культуры S- ce­
revisiae снижается от 42 до 48% в случае воздействия на ино­
кулум вышеуказанными низкими дозами ультразвука. Содер­
жание связанного тиамина снижается от 64 до 89% по срав­
нению с содержанием связанного тиамина у контрольного 
варианта. Результаты.опытов показывают, что чем выше доза 
воздействия ультразвука на инокулум, тем ниже содержание 
в клетках суточной культуры общего и связанного тиамина. 
Таким образом видим, что ультразвук благоприятствует осво­
бождению тиамина из состава энзима. При дозе 0,72 кдж/см2 
в клетках S- cerevisiae  соотношение содержания связанного 
тиамина к свободному тиамину составляет 1:2,0, при дозе 
2,16 кдж/см2 — 1:2,5 и при дозе 3,60 кдж/см2 — 1:8,0. Из при­
веденных данных видим, что чем выше доза воздействия 
ультразвука на инокулум, тем большее количество тиамина 
освобождается из состава энзима карбоксилазы. Такое явле­
ние вполне понятно, потому что ультразвук обусловливает 
изменения в белковой структуре энзима [10, 11, 12].

В клетках кормовых дрожжей С- utilis при использовании 
указанных доз ультразвука содержание тиамина снижается 
от 11 до 40%. Чем выше доза воздействия ультразвука на 
инокулум, тем ниже в клетках суточной культуры содержа­
ние связанного тиамина. Так, в данных опытах под влиянием 
ультразвука содержание связанного тиамина снижается от 42 
до 56%. При дозе 0,72 кдж/см2 соотношение содержания свя­
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занного тиамина к свободному тиамину составляет 1:3,0, при 
дозе 2,16 кдж/см2 — 1:2,9 и при дозе 3,69 кдж/см2 — 1:2,3. 
Таким образом, использованные в опытах дозы ультразвука 
оказывают тормозящее влияние на синтез тиамина как у пе­
карских, так и у кормовых дрожжей. Особенно сильно изме­
няется соотношение содержания тиамина к свободному тиа­
мину в сторону свободного тиамина, т. е. содержание послед­
него превышает норму.

Подводя итог результатам опыта, можно утверждать, что 
дозы 0,72 2,16 и 3,60 кдж/см2 ультразвука с частотой 880 кгц 
(0,4; 1,2 и 2,0 вт/см2 в течение 30 минут) оказывают влияние 
на синтез эргостерола и тиамина как пекарских дрожжей 
S- cerevisiae,  так и кормовых дрожжей С utilis.

1) Воздействие низкими дозами ультразвука на инокулум 
S- cerevisiae  обусловливает в клетках суточной культуры сни­
жение содержания эргостерола от 211 до 594 мкг на 1 г сухого 
вещества, т. е. от 20,8 до 58,4% по сравнению с тем же пока­
зателем у контрольного варианта. Причем наименьшее подав­
ление вызывает доза 0,72 кдж/см2, а наибольшее — доза 
3,60 кдж/см2

Содержание тиамина в клетках S- cerevisiae  при использо­
ванных дозах ультразвука снижается от 329,7 до 375,6 мкг на
1 г сухого вещества (т. е. на 41,7—47,6%), по сравнению с 
тем же показателем у контрольного варианта. Причем на­
именее подавляет доза 0,72 кдж/см2 и больше всего подавляет 
доза 3,60 кдж/см2

2) Воздействие на инокулум С- util is  низкими дозами 
ультразвука обусловливает в клетках суточной культуры 
снижение содержания эргостерола от 88 до 162 мкг на 1 г су­
хого вещества, т. е. от 23,3 до 47,9% по сравнению с тем же 
показателем у контрольного варианта. Содержание тиамина 
одновременно снижается от 40,0 до 150,0 мкг на 1 г сухого 
вещества (10,6 до 39,9) по сравнению с тем же показателем у 
контрольного варианта. При этом изменяется также соотно­
шение содержания связанного тиамина к свободному тиамину. 
Содержание связанного тиамина снижается от 41,5 до 55,9% 
по сравнению с контрольным вариантом.
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THE EFFECT OF ULTRASONIC WAVES UPON ERGOS-  
TEROLE AND THIAMINE SYNTHESIS IN SOME YEASTS

L. Viileberg

S u m m a r y

Ultrasonics (880 kHz) in doses 0.72, 2.16 and kJ/cm2 inhibit 
-:rgosterole and thiamine synthesis in S. cerevisiae  and C. utilis.

With all the doses of ultrasonics applied the content of the vita- 
nines invcstigaded decreases in both species of yeast by 11 to 58 
эег cent if compared with the control.



О ВЛИЯНИИ ЭКСТРАКТА ЖИВОТНЫХ ТКАНЕЙ 
НА ПЕКАРСКИЕ ДРОЖ Ж И

В. Тохвер, JI. Вийлеберг

В последнее время в животноводстве, в дрожжевом про­
изводстве и др. в широких пределах применяются приготов­
ленные из растительных и животных тканей препараты в 
качестве так называемых стимуляторов роста. Такой препа­
рат под названием «сухой биостимулятор» изготовляется и на 
Тартуском мясокомбинате [1]. Мы задались целью исследо­
вать действие этого биостимулятора на пекарские дрожжи 
Saccharomyces  cerevisiae,  которые в лаборатории комбината 
используются для оценки активности выпускаемого препа­
рата. Следует отметить, что указанным препаратом заинтере­
совались также на дрожжевом заводе Тартуского хлебоком­
бината. С помощью данного препарата ставилась цель повы­
сить продукцию дрожжевой массы. Проведенные на произ­
водстве опыты не дали желаемых результатов, а отсутствие 
эффекта не нашло объяснения. Поэтому предполагали, что 
причина кроется в «технических» ошибках опыта, поскольку 
использование этого препарата, напр., в животноводстве да­
вало хорошие результаты: поголовье молодого скота возра­
стало на 10—15%, а также улучш алась калорийность и кули­
нарная ценность мяса [1].

На Тартуском мясокомбинате биостимулятор изготовля­
ется из животных тканей (10% печени, 89% пузыря, 1% над­
почечников и др.). Оказывающими действие веществами это­
го препарата производители считают органические кислоты, 
витамины и минеральные вещества.

Для сравнения интересно отметить, что в литературных 
источниках встречаем данные относительно так называемого 
тканевого препарата Филатова, который приготовляется тоже 
из животных тканей. Калашник [2] установил, что в качестве 
оказываемых действие веществ этого препарата выступают ди- 
карбоновые кислоты, ненасыщенные жирные кислоты, окси-
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кислоты и другие органические кислоты, гормоны (диэтил- 
стилбестерол), витамин В 12 и микроэлементы (Со, Zn, Mn и 
др.) К препарату прибавляются еще некоторые антибиотики. 
С помощью этого препарата повышался уровень газового и 
фосфорного обмена веществ и активность энзимов у организ­
мов скота и у микроорганизмов. Продуктивность дрожжей у 
сельскохозяйственного скота повышалась при этом на 
23—29% [3].

Такие противоречивые данные требовали тщательного л а­
бораторного исследования вопроса с целью выяснения отсут­
ствия положительного эффекта при проведении опытов на 
Тартуском дрожжевом заводе. Соответствующие опыты про­
водились нами в лаборатории микробиологии на кафедре фи­
зиологии и биохимии растений Тартуского государственного 
университета.

Методика опытов

В опытах использовали две питательные среды с различ­
ным составом: натуральную мелассовую питательную среду 
и синтетическую глюкозо-аммонийную питательную среду

Как известно, мелассовая питательная среда используется 
для производства дрожжевой массы и на Тартуском дрожже­

вом  заводе. Отходный продукт сахарного завода — меласса 
содержит наряду с сахарами (глюкоза, сахароза, мальтоза, 
рафиноза) еще и различные органические вещества, среди 
них — витамины и аминокислоты. Мелассу разбавляли водой 
до 1,2% и обогащали азотом и фосфатом (1 г СаНР0 4  и 1 г 
(NH4)2H P 0 4 на 1 л.).

Состав синтетической питательной среды был следующий:
1 г (NH4)2HP04) 0,3 г M gS04, 1 г К Н Р 04, 0,1 г СаС12 и 1 мл 
смеси микроэлементов на 1 л дестиллированной воды. pH как 
натуральной, так и синтетической среды регулировали серной 
кислотой при 5,0.

В опытах биостимулятор прибавляли в виде водного экст­
ракта, который получали путем 3-х часового экстрагирования 
препарата водой (соотношение 1: 10) при 50°С.

В опыт брали контроль и 3 варианта. В варианты вносили 
экстракт биостимулятора соответственно 5, 10 и 20%-объема.

Как при натуральной, так и при синтетической питатель­
ной среде дрожжи инкубировали на качалке при 18—20°С.

При мелассовой питательной среде проводили 3 серии 
опытов, в каждой серии совокупно с контролем было 4 ва­
рианта (в 5 повторностях). Таким образом, в опыте на каж ­
дый вариант приходилось 15 повторностей. При синтетиче­
ской питательной среде проводили 2 серии опытов по 4 ва­



рианта в каждой серии (в 5 повторностях), суммарное коли­
чество повторностей составляет 10.

После суточного культивирования дрожжей определяли 
сухое вещество дрожжевой массы, проводили подсчет коли­
чества клеток, и на основании этих данных вычисляли сред­
ний вес миллиарда клеток.

Результаты опытов

Результаты опытов (таблица) показывают, что доза био­
стимулятора обусловливает в мелассовой питательной среде 
лишь слабую тенденцию к повышению продуктивности, одна­
ко при синтетической питательной среде выявляется значи­
тельный положительный эффект. Под воздействием стиму­
лятора количество дрожжей на синтетической питательной 
среде повышалось по сравнению с контролем от 48 до 65%. 
При этом существенного различия под влиянием 5, 10 и 
20%-ных доз стимулятора не наблюдали. При воздействии 
биостимулятора по сравнению с контролем количество клеток 
дрожжей практически не повышается. Таким образом повы­
шение количества массы дрожжей происходит за счет уве­
личения размера отдельных клеток (табл. 1).

На основании полученных данных можно утверждать, что 
использованный в опытах биостимулятор оказывает фактиче­
ски п и т а т е л ь н о е ,  а не стимулирующее воздействие. Ока­
зывается, что мелассовая питательная среда в достаточной 
мере удовлетворяет питательную потребность дрожжей, 
вследствие чего прибавление биостимулятора не оказывает 
существенного влияния на продуктивность дрожжей. Синте­
тическая питательная среда не удовлетворяет питательной 
потребности дрожжей, вследствие чего сухой вес полученной 
дрожжевой массы в контрольном варианте (без биостимуля­
тора) примерно на 30% ниже, чем сухой вес контрольного 
варианта мелассовой питательной среды. Прибавление био­
стимулятора к синтетической питательной среде вызывает по­
вышение продуктивности дрожжей до уровня продуктивности 
их в мелассовой питательной среде. Полученный при исполь­
зовании синтетической питательной среды эффект объясняет­
ся влиянием как азотосодержащих веществ, так и других ор­
ганических веществ. Такое влияние следует интерпретировать 
к а к  п и т а т е л ь н о е ,  а не как стимулирующее влияние. В 
пользу этого говорит еще и сравнение полученных результа­
тов различных доз препарата. Видно, что питательные по­
требности дрожжей удовлетворяются, в основном, уж е в слу­
чае низкой концентрации (5%) биостимулятора. При более 
высоких концентрациях эффект практически остается на том
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Т а б л и ц а  1

Питательная
среда

Мелассовая
питательная

среда

Синтетическая
питательная

среда

Действие биостимулятора Тартуского мясокомбината 
на рост пекарских дрож ж ей Saccharomyces cerevisiae, 

штамма Томский 107, в лабораторных условиях

Название характер­
ного показателя 

действия

Содержание биостимулятора в питательной среде,

10

объема

20

Сухой вес 24-часовой 
культуры дрожжевой

массы, г л 1.53 ±0,08

Количество клеток 
в одном миллилитре 
питательной среды,

Ю9 96 ±3,2

Сухой вес 10IJ 
клеток, мг 16,5 ±0,4

Сухой вес 24-часовой 
культуры дрожжевой

массы, г л 1,10±  0,05

Количество клеток 
на один миллилитр 
питательной среды  

(17-часовая куль­
тура), 109 4 6 ±3,0

1,68 ±0,05

97±6,1

17,4 ±0.4

1,73±0,06

46±5,1

1,79 ±0,03

96±4,4

18,7 ±0.3

1,63 ±0,07

47 ±  2,7

1,76 ±0,04

94 ±5,2

1,3,8 ±0,4

,32 ±0,08

4Г»± 7,3
Сл



же самом уровне. Такое наблюдение в полной мере отвечает 
теоретически ожидаемому питательному влиянию, так назы ­
ваемому «в условиях замкнутых культур», т. е. в условиях, 
при которых отсутствует проток жидкости питательной сре­
ды. Однако в случае стимуляции большие концентрации пре­
парата должны были бы обусловить прогрессирующее сниже­
ние продуктивности. Стимуляцию как явление характеризует 
зависимая от концентрации, весьма специфическая кривая 
влияния, которую мы в наших опытах никогда не наблюдали 
(кривая стимуляции должна показывать повышение стиму­
лируемого процесса только до известной дозы фактора, при 
превышении которой начинается сравнительно резкое сни­
жение, в случае же питательного влияния, начиная от изве­
стной концентрации вещества, отмечается устойчивый уро­
вень эффекта.

Как известно, под стимуляцией подразумевается неспеци­
фическое косвенное влияние необычных факторов, которое 
усиливает физиологические процессы. Влияние механизма 
объясняется большей частью известным раздражением 
протоплазмы.
^ Часто ошибочно принимают за стимуляцию безраз­
лично какие случаи усиления физиологических процессов. 
Нам кажется, что с одним из случаев имеем дело и в 
данном вопросе, который касается так называемого биостиму­
лятора Тартуского мясокомбината.

В заключение можно сказать, что в практике дрожжевого 
производства, по-видимому, нельзя и ожидать положитель­
ного эффекта от прибавления «биостимулятора» Тартуского 
мясокомбината в сравнительно полноценную мелассовую пи­
тательную среду.

Заключение

На дрожжах S. cerevisiae  изучали характер воздействия 
тканевого препарата, выпускаемого Тартуским мясокомбина­
том в качестве биостимулятора. Установлено, что указанный 
препарат оказывает на жизнедеятельность дрожжей не сти­
мулирующее, а чисто питательное влияние.
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THE EFFECT OF ANIMAL TISSUE EXTRACTS UPON  
BAKER’S YEAST

V. Tohver, L. Viileberg

S u m m a r y

The effect of animal tissue extracts upon the productivity of 
Saccharomyces  cerevisiae was investigated. The results showT that
those extracts have only a nutritive effect but no stimulative 
effects.
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УДК 576.8

О ВЛИЯНИИ УЛЬТРАЗВУКА НА НЕКОТОРЫЕ 
ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ ПРОЦЕССЫ ДРОЖЖЕЙ.

В. Тохвер, В. Лийас, Т. Краам, Р. Рандла.

«Вопросы физиологии и биохимии дрожжей».
Уч. зап. Тартуск. гос. ун-та, Труды по
микробиологии I, 1970, вып. 243, стр. 3—16.

Ультразвук в дозах 0,36—1,08 кдж/см2 (при частоте 880 кгц и ин­
тенсивности 0,4—1,2 вт/см2) оказывает только несущественное влияние 
на физиологические процессы S. cerevisiae и C. utilis размножения, 
активность роста, способность к брожению, уровень и экономность 
использования сахаров. Доза же 2,16—3,60 кдж /см2 (при интенсивности 
1,2—2,0 вт/см2) приводит к снижению уровня перечисленных выше 
процессов на 10—»30%, причем эфф ект является более значительным в § 
условиях синтетических сред. Отмеченные повреждения оказались все 
легко обратимыми в ходе 2—3 последующ их пересевов дрожжей.

Табл. 5, рис. 1, библиография — 38 назв.

УДК

НЕКОТОРЫЕ ЗАМЕЧАНИЯ О ВЛИЯНИИ НЕВЫСОКИХ ДОЗ 
УЛЬТРАЗВУКА НА СОДЕРЖАНИЕ И ПЕРЕВАРИМОСЬ 

ДРОЖ Ж ЕВЫ Х БЕЛКОВ.

В. Тохвер, А. Калде.

«Вопросы физиологии и биохимии дрожжей». 
Уч. зап. Тартуск. гос. ун-та, Труды по мик­
робиологии I, 1970, вып. 243, стр. 17—23.

Ультразвук в дозах 0,72—3,60 кдж/см2 (при частоте 880 кгц и ин-сти 
0,4—2,0 вт/см2) оказал только статистически несущественное влияние 
на содержание и переваримость белков Sacch. cerevisiae и С. utilis. 
Тенденция ж е к повышению переваримости при этом все-таки явля­
ется реальной, если судить по проведенному тесту Кемельрьика. Сум­
марная продукция белков уж е при интенсивностях 1,2—2,0 вт/см2 сни­
жается на 8—19%.

Табл. 3, библиография — 11 назв.
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УДК 576.8:547.96

ОПЫТЫ ЭЛЕКТРОФОРЕТИЧЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ 
ДРОЖ Ж ЕВЫ Х БЕЛКОВ НА ФОНЕ ВОЗДЕЙСТВИЯ УЛЬТРАЗВУКОМ.

В. Тохвер, С. Отт, А. Калде.

«Вопросы физиологии и биохимии дрожжей».
Уч. зап. Тартуск. гос. ун-та, Труды по
микробиологии J, 1970, вып. 243, стр. 24—30.

В белках Sacch. cerevisiae обнаружено методом т. н. свободного 
электрофореза шесть фракций, среди которых явно преобладает пер­
вая, наиболее подвижная фракция белков альбуминного типа (около 
60% от суммарного белка). Под влиянием УЗ 380 кгц (дозы 0,36 и 
1,03 кдж/см2), при воздействии на белковый раствор, подвижность 
фракций в электрическом поле снижается. Изменения же фракцион­
ного состава отмечены только при озвучивании живых клеток. Пред­
полагается, что под влиянием примененных небольших доз УЗ in vitro 
происходят изменения конформации белков без разрушения первич­
ной структуры. При воздействии in vivo следует учитывать влияние 
через систему регулирования биосинтеза белков.

Табл. 2, библиография — 15 назв.

УДК 576.8:547.96

ОБ АМИНОКИСЛОТНОМ СОСТАВЕ БЕЛКА И МЕТАБОЛИЧЕСКОГО 
ФОНДА С. UTILIS НА ФОНЕ ВОЗДЕЙСТВИЯ УЛЬТРАЗВУКОМ.

В. Тохвер, X. Пыльд, К. Паллон.

«Вопросы физиологии и биохимии дрожжей».
Уч. зап. Тартуск. гос. ун-та, Труды по мик­
робиологии I, 1970, вып. 243, стр. 31—39.

Изучалось относительное содержание аминокислот в суммарном  
белке С. utilis и в метаболическом фонде клеток этих ж е дрожжей. По 
аминокислотам, которые в клетке главным образом выполняют роль 
прямых предшественников белка, выявлена высокая корреляция сос­
тава белка и метаболического фонда. Такая корреляция значительно 
ослабляется при повреждении клеток в результате воздействия на них 
ультразвуком 880 кгц в дозе 3,60 кдж /см2 (при интенсивности 2,0 
вт/см2). Меньшие дозы не оказывали существенного влияния на этот 
показатель. Снижение значения корреляции происходит за счет изме­
нений в составе свободных аминокислот метаболического фонда. До­
стоверных изменений в составе белков при примененных дозах ульт­
развука не обнаружено.

Табл. 3, библиография — 19 назв.



УДК 576:8:577.15

О РЕАКЦИОННОСПОСОБНОСТИ НЕКОТОРЫХ ГИДРОЛАЗ 
ДРОЖЖЕЙ С ИХ СУБСТРАТАМИ.

Л. Вийлеберг, М. Элламаа, Л. Острат,
П. Рятсеп.

«Вопросы физиологии и биохимии дрожжей».
Уч. записки Тартуского гос. ун-та, Труды по
микробиологии I, 1970, вып. 243, стр. 40.

Дозы УФ (248—400 нм) 0,1; 1,5 и 9,0 кдж/см2 при воздействии in vit­
ro (выделенный из клеток энзим) снижают сродство неочищенного сы­
рого препарата 3-фруктофуранозидазы S. cerevisiae в отношении саха­
розы. При использовании указанных доз остаточная концентрация 
сахарозы, при которой останавливается энзиматический распад, повы­
шается на 1,4—2,0 мМ.

Дозы УЗ (880 и 2950 кгц) 0,72; 2,16:3,60 и 10,80 кдж/см2 при воздей­
ствии in vitro снижают сродство с субстратом неочищенного сырого 
препарата * -глюкозидазы C. utilis в отношении мальтозы. При всех 
использованных дозах остаточная концентрация мальтозы, при кото­
рой останавливается деятельность энзима, повышается на 0,8—2,1 мМ.

УЗ с частотой 880 кгц оказывает при всех дозах более сильное дей­
ствие на сродство с субстратом неочищенного сырого препарата 
а -глюкозидазы кормовых дрож ж ей в отношении мальтозы, чем УЗ с 
частотой 2950 кгц.

Табл. 3, библиография — 21 назв.

УДК 576.8:577.16.06
ВЛИЯНИЕ УЛЬТРАЗВУКА НА СИНТЕТИЧЕСКУЮ СПОСОБНОСТЬ 

ЭРГОСТЕРОЛА И ТИАМИНА ДРОЖЖЕЙ.

Л. Вийлеберг

«Вопросы физиологии и биохимии дрожжей».
Уч. зап. Тартуск. гос. ун-та, Труды по
микробиологии I, 1970, вып. 243, стр. 47—53.

Воздействие умеренными дозами (0,72, 2,16 и 3,60 кдж/см2) ультра­
звука (880 кгц) на инокулум Sacch. cerevisiae и C. utilis обусловливает 
в клетках суточных культур снижение содержания эргостерола соот­
ветственно на 211—594 мкг и 88—162 мкг на 1 г сухого вещества.

Содержание тиамина в клетках Sacch. cerevisiae и С. utilis, при ис­
пользованных дозах ультразвука, снижается соответственно от 329,7— 
375,6 мкг и 40,0—150,0 мкг 1 г сухого вешества.

При этом изменяется также соотношение содержания связанного 
тиамина к свободному тиамину. Содержание связанного тиамина сни­
жается у С. utilis от 42 до 56% по сравнению с контрольным витами­
ном.

Табл. 2, библиография — 12 назв.
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УДК 576.809.53

О ВЛИЯНИИ ЭКСТРАКТА ЖИВОТНЫХ ТКАНЕЙ 
НА ПЕКАРСКИЕ ДРОЖЖИ.

В. Тохвер, Л. Вийлеберг.

«Вопросы физиологии и биохимии дрожжей». 
Уч. зап. Тартуск. гос. ун-та, 1970, Труды по 
микробиологии I, вып. 243, стр. 54—59.

На дрож ж ах S. cerevisiae изучали характер воздействия тканевого 
препарата, выпускаемого Тартуским мясокомбинатом в к ач еств  био­
стимулятора. Установлено, что указанный препарат оказывает на 
жизнедеятельность дрож ж ей не стимулирующее, а чисто питательное 
влияние.

Табл. 1, библиография — 3 назв.
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