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2. Перспективным направлением работы завода по улучшению эколо-

гической обстановке в г. Бресте и Брестской области является разработка 

современных технологий, превращающих производственные отходы и от-

ходы потребления в биотопливо, по выработке из твердых коммунальных 

отходов электро- и тепловой энергии для собственных нужд и нужд сторон-

них потребителей [3]. 
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И.А. ИЛЬЮЧИК, В.Н. НИКАНДРОВ  

Беларусь, Пинск, ПолесГУ 

 

О ПРОЯВЛЕНИИ «ФОСФАТНОГО ЭФФЕКТА»  

В ПРОТЕЛИЗЕ: РАСЩЕПЛЕНИЕ БЕЛКОВ ПРОТЕИНАЗАМИ 

КУЛЬТУРАЛЬНОЙ ЖИДКОСТИ ASPERGILLUS SP.  

В ПРИСУТСТВИИ НЕОРГАНИЧЕСКОГО ОРТОФОСФАТА 

 

Как мы уже упоминали в предыдущей статье [1], ранее на очищенных 

энзимах, клетках животных и субклеточных фракциях печени и головного 

мозга было описано стимулирующее действие неорганического ортофосфата 

на реакции протеолиза (результаты обобщены в [2; 3]). Причем, судя по дан-

ным ингибиторного анализа, включая действие разобщающего агента – 2,4-

динитрофенола и цианида, в ряде случаев этот эффект не связан с ресинтезом 

АТФ. Все эти факты дали основание выдвинуть представление о существо-

вании независимого от ресинтеза АТФ пути стимуляции протеолиза неорга-

ническим ортофосфатом  «фосфатного эффекта» в протеолизе [2; 3]. 

На культурах условно-патогенных микроорганизмов показано, что, 

в ряде случаев, в отсутствие неорганического фосфата выявление протеоли-

тической активности невозможно [4]. 
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При исследовании протеолитической активности низкоскоростного 

супернатанта гомогенатов клеток Chlorella vulgaris проявилась сложная 

концентрационная зависимость, демонстрирующая не только интенсифика-

цию расщепления белков-субстратов на 58,6–122,7 %, но и его угнетения на 

37 % [1]. Подобная картина в предыдущих исследованиях нами не была за-

фиксирована. Возможно, это обусловлено спецификой протеолитических 

систем фотосинтезирующего организма. 

В связи с последним крайне необходимо исследование действия неор-

ганического ортофосфата на протеолитическую активность сапрофитирую-

щего организма, в качестве такового выбрана культура Aspergillus sp.  

Род Aspergillus – один из самых больших и разнообразных родов гри-

бов, играющих двоякую роль в биосфере.  

Ряд видов продуцирует афлатоксины с высокой токсичностью и кан-

церогенностью и вызывают афлатоксикоз. В естественных условиях к ас-

пергиллезу наиболее восприимчивы индейки, куры, цесарки, водоплаваю-

щая птица, лошади, крупный рогатый скот, овцы, собаки, свиньи, кролики, 

морские свинки. Плесневые микозы (в т.ч. легких) наиболее часто встреча-

ются и у работников пивоваренных заводов, грузчиков зерновых культур, 

мукомолов, рабочих силикатной промышленности, ткацких, шпагатно-ве-

ревочных фабрик и др. От больных с различными клиническими формами 

аспергиллеза выделено более 40 видов этого рода. Инвазивные же микозы 

(в том числе вызванные грибами рода Aspergillus spp.),отличающиеся тяже-

лым течением и высокой летальностью, в настоящее время остаются акту-

альной клинической проблемой [5–7]. 

С дугой стороны, в истории промышленного использования грибов 

аспергиллы имели, и по сей день имеют большое значение при производстве 

соевого соуса, энзимов. Протеазы аспергиллов предлагают применять для 

размягчения мяса, для получения гидролизатов отходов мясной промыш-

ленности, в качестве компонентов лекарств и моющих средств [8]. 

Целью настоящей работы явилось выявление влияние неорганиче-

ского ортофосфата in vitro на расщепление белков протеиназами культу-

ральной жидкости Aspergillus sp. 

Материалы и методы исследования. В работе использовали гемо-

глобин быка и фибриноген человека («Sigma», США), казеин по Гаммер-

стену (Россия), желатин («Fluka», Германия), бактоагар («Melford», США), 

другие реактивы были производства стран СНГ марки «хч». 

Культура Aspergillus sp. (выделен из зерна) и питательные среды лю-

безно предоставлены канд. биол. наук, доцентом Е.О. Юрченко. 

Гриб выращивали на питательных средах, приготовленных на основе 

куриного мяса: измельченное куриное мясо настаивали в 2 частях холодной 
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воды 24 час, жидкость отфильтровывали, кипятили с последующей филь-

трацией и доводили водой до исходного объема (мясная вода, МВ). Во вто-

ром варианте к МВ добавляли 10 г/л казеинового пептона («Roth», Герма-

ния) – это вариант мясо-пептонного бульона (МПБ). Среды подвергали ав-

токлавированию при 121 °С в течение 20 мин. 

Питательную среду инокулировали в виде блока 0,25 см2 из старой, 

обильно спороносящей культуры аспергилла на агаре. Гриб культивировали 

в 250 мл колбах, содержащих 100 мл среды, в течение 7 суток на качалке 

(70 об/мин) при 30 °С. По окончании культивирования мицелий удаляли, 

культуральную жидкость центрифугировали 10 мин при 4500 об/мин и 4 °С. 

Полученный супернатант использовали для анализа. 

Протеолитическую активность полученных супернатантов клеток 

Ch. vulgaris определяли по расщеплению гемоглобина или фибриногена 

в тонком слое агарового геля как подробно описано ранее [9].  

В качестве растворителя при приготовлении белок-агаровых пластин 

на первом этапе использовали трис-НСl буфер и фосфатный буфер рН 7,4. 

В дальнейшем пластины готовили на 0,15 М растворе NaCl. В опытные ва-

рианты к нему добавляли фосфатный буфер рН 7,4 до конечной концентра-

ции 0,001–0,060 М. В контрольный вариант фосфаты не вносили.  

Все эксперименты выполнены не менее чем четырехкратно, резуль-

таты обработаны статистически. 

Результаты и их обсуждение. Прежде всего, установлено, что протеоли-

тическая активность культуральной жидкости сильнее при использовании в ка-

честве среды МПБ, что обусловлено более богатым составом этой среды. Более 

того, на МВ не образуются протеиназы, расщепляющие казеин и гемоглобин 

(таблица 1). Образование же энзимов, расщепляющих фибриноген и желатин, 

на МПБ идет интенсивнее в 1,5–2,4 раза. 

 

Таблица 1 – Расщепление белков-субстратов культуральной жидкостью 

Aspergillus sp. при росте на двух питательных средах (n = 4) 

 

Растворитель 

Площадь зон лизиса белков, мм2 

казеина фибриногена гемоглобина желатина 

МВ МПБ МВ МПБ МВ МПБ МВ МПБ 

0,1 М трис-НСl 

буфер рН 7,4 

 

0,06 М фосфат-

ный буфер рН 

7,4 

 

0 

 

 

0 

 

 

0 

 

 

86,5 

± 1,9 

 

21,5 

± 1,3 

 

24,6 

± 0,9 

 

52,5 

± 1,9 

 

58,0 

± 2,6 

 

0 

 

 

0 

 

 

27,1 

± 1,5 

 

35,0 

± 1,3 

 

30,1     

± 0,8 

 

39,7 

± 1,8 

 

45,2 

± 1,2 

 

65,0 

± 2,0 

Добавление в реакционную систему неорганического ортофосфата 

увеличивало эту активность. Так, в присутствии эффектора проявилась даже 
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казеинолитическая активность культуральной жидкости, а при расщепле-

нии желатина и гемоглобина она возросла на 30 %. И лишь в случае фибри-

ногена сдвиги были небольшими. Это была «точечная» концентрация орто-

фосфата, тогда как эффект последнего зависит от используемого белка суб-

страта, а границы выраженного эффекта не совпадают [10]. 

Дальнейшие исследования расщепления фибриногена или жела-

тина в присутствии 0,001–0,060 М ортофосфата показали, что при росте 

на МВ лизис фибриногена культуральной жидкостью проявлялся лишь 

при добавлении ортофосфата с максимумом эффекта при концентрации 

0,006–0,009 М, что в 1,5–2,4 раза превышало влияние соли в иных кон-

центрациях (таблица 2). При росте гриба на МПБ лизис фибриногена 

культуральной жидкостью мало чувствителен к добавкам эффектора: из-

менения не более 10 %. 

Расщепление же желатина возрастало на 41 и 79 % в присутствии        

0,045–0,060 М ортофосфата и росте продуцента на МВ и на 29–109 % в присут-

ствии 0,006–0,045 М эффектора при росте его на МПБ (таблица 2, рисунок). Не-

большое угнетение лизиса желатина наблюдалось только на культуральной 

жидкости, полученной при выращивании аспергиллов на среде МВ (более бед-

ной по составу). Однако величина угнетения не превысила 15 % и проявилась 

лишь при концентрации эффектора 0,001–0,006 М. 

 

Таблица 2 – Расщепление белков-субстратов в присутствии ионов неорга-

нического ортофосфата культуральной жидкостью Aspergillus sp. при росте 

на двух питательных средах (n = 12) 

 

Концентрация 

ортофосфата, М 

Площадь зон лизиса белков, мм2 

фибриногена желатина 

МВ МПБ МВ МПБ 

Контроль (без 

добавок) 

0,060 

0,045 

0,030 

0,015 

0,009 

0,006 

0,003 

0,001 

 

0,00 

16,98 ± 0,45* 

21,38 ± 1,19* 

24,34 ± 1,26* 

19,77 ± 1,20* 

37,19 ± 1,25* 

38,31 ± 2,27* 

25,94 ± 1,42* 

0,00 

 

57,66 ± 2,06 

60,90 ± 3,96 

52,50 ± 2,85 

63,08 ± 3,46 

59,94 ± 5,44 

61,35 ± 3,26 

58,34 ± 2,45 

60,05 ± 2,02 

61,06 ± 3,11 

 

29,60 ± 1,84 

41,82 ± 2,59* 

53,11 ± 1,20* 

34,41 ± 1,29* 

29,91 ± 1,69 

29,83 ± 0,71 

25,12 ± 1,19 

25,45 ± 1,25 

26,48 ± 1,62 

 

58,11 ± 1,79 

68,66 ± 2,13* 

75,98 ± 2,14* 

121,41± 5,00* 

84,45 ± 3,75* 

76,92± 3,42* 

74,84 ± 1,57* 

63,15 ± 3,35 

52,14 ± 2,00 

Примечание: * – изменения статистически достоверны при Р ≤ 0,05 
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Рисунок – Изменения интенсивности (% к контролю, принятому за 

100 %) расщепления желатина (1 и 3) и фибриногена (2) в присутствии 

неорганического ортофосфата культуральной жидкостью 

Aspergillus sp. при росте на МВ (1) или МПБ (2 и 3) 
  

Следовательно, при изучении протеолитической активности культу-

ральной жидкости выделенного из зерна Aspergillus sp. эффект добавления 

в реакционную систему неорганического ортофосфата принципиально не 

отличался от описанного ранее в упомянутых выше статьях [2; 3; 10]. В част-

ности, как и ранее, было показано, что в присутствии неорганического фос-

фата протеолитическая активность возрастает. Этот эффект зависит не 

только от концентрации фосфата, но и от используемого белка-субстрата. В 

случае с культуральной жидкостью аспергилла также не проявилась та 

сложная трехфазная картина изменений, которая отмечена нами при иссле-

довании протеолитической активности хлореллы. Вероятно, последняя обу-

словлена метаболической спецификой фотосинтезирующего организма. 
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РАСЧЕТ ЯДЕРНОЙ ТОРМОЗНОЙ СПОСОБНОСТИ И НЕ-

ИОНИЗАЦИОННЫХ ПОТЕРЬ ЭНЕРГИИ С УЧЕТОМ ЭКРА-

НИРОВАНИЯ, КОНЕЧНЫХ РАЗМЕРОВ И КОНЕЧНЫХ 

МАСС ЯДЕР ПРИ ИСПОЛЬЗОВАНИИ ПРИБЛИЖЕНИЯ JWM 
 

В работе [1] проводится расчет ядерной тормозной способности и не-

ионизационных потерь энергии электронов и тяжелых частиц с учетом эффек-

тов экранирования, конечных размеров и конечной массы рассеивающих ядер. 

При этом применяется приближение Маккинли-Фешбаха (MF) [2]. Как пока-

зано в ряде работ, например, [3], [4] использование данного приближения может 
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